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CAPITULO I 
INTRODUCCIÓN 
La infección por al virus da la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y su 
interacción con la raspuasta inmune del hospedero desencadena, por diversos 
factores y mecanismos muy complejos, una serie de eventos y múltiples fases 
qus constituyen el curso natural de la enfermedad. 
En la fese final de esta interacción se expresa lo que conocemos como 
Síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), que invariablemente 
desencadena en la muerte del hospedero. 
Las complicaciones de la coinfección con el virus de la hepatitis C (VHC) se 
están convirtiendo en uno de los principales problemas médicos al que tienen 
que enfrentar los pacientes con SIDA 
A nivel mundial ae calcula que aproximadamente del 23 al 65 % de las 
personas infectadas con VIH-1 pueden estar coinfectadas con el VHC. Tan solo 
en Estados Unidos (EU), la prevalenda de la co-infección se ha estimado en 
alrededor del 35 %. 
La alta prevalenda de la coinfección VIH-1/VHC en algunos grupos de 
riesgo, el aumento de la sobrevida como consecuencia de la institución de la 
sanguíneas, uso de drogas intravenosas y relaciones sexuales.** Durante un 
estudio realizado en México de 1994 a 1998 (Rivas - Estilla ef a/1998), ss 
encontró que la vía de transmisión más importante en nuestro pala fue la 
transfusión sanguínea, seguida por la via parenteral a través del uso de sgujas 
contaminadas y jeringas no esterilizadas compartidas entre drogadictos y 
transplante de órganos. También ae encontró que la posibilidad de transmisión 
por contacto sexual y por Infección perlnatal es considerablemente menor para 
el VHC que para el VHB. 
1.1 Epidemiología 
1.1.1 Virue de la Inmunodeflclencia Humana Tipo 1. 
Prevalencla y Factoraa de riesgo. 
Desde la aparición del SIDA, en menos de 10 artos, la infección por el 
VIH-1 ae transformó en una pandemia. El VIH-1 es el responsable de la 
diseminación mundial de esta enfermedad y en la actualidad constituye uno de 
los problemas de salud más serios y preocupantes. 
Según las últimas estimaciones del Programa Conjunto de las Naciones 
Unidas sobre VIH/SIDA (ONUSIDA) y de la Organización Mundial de la Salud 
(OMS), se estima que el número de personas infectadas con el VIH-1 suma 
más de 40 millones (36 - 44 millones) en todo el mundo y han fallecido por SIDA 
3.1 millones de niños y adultos.1 La distribución mundial de los casos 
notificados de infección a fines de 2004 se ilustra en la Figura ! 
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Figura f. Pravatencte de le Wecdón por VIH-1/SIDA de msuetúo con la OMS hasta 
dtetemtae de 2004. Fuente: Situación de ta epidemia de 8IDA. ONUSIDAfOMS. 
Comulta: Enero 2006. 
Durante al 2004 aa presentaron diariamente alrededor de 13,400 nuevos 
casos de infección por VIH-1, de los cuales más del 95 % se presentaron en los 
paisas de Ingresos bajoe a moderados. 1,754 de estoe nuevos casos 
correspondieron a personas menores de 15 sftos, y, de los aproximadamente 
11,600 adultos qus adquirieron la Infección, cerca del 50 % eran mujeres en 
edades entre 15y 24 aAoe® 
De acuerdo a la clasificación de epidemia por SIDA propuesta por la 
ONUSIDA, México queda clasificado como un país con una epidemia de SIDA 
concentrada. 
• 
Una apidamia de SIDA concentrada ae caracteriza por una difusión rápida 
de infección por V1H-1 en un subgrupo de la población, pero que aún no ae 
establece en la población en general, y cuya pmalencia de Infección por VIH-1 
que se msntiene constante por encima del 5 % y que en mujeres embarazadas 
de zonas urbanas es msnor al 1 % 4 
Según el reporte de Epidemiología del VIH/SIDA en México de la 
Secretarla de Salud y Centro Nacional para la prevención y control del 
VIH/SIDA, para finales del 2003, en México, en el grupo de personas de 15 a 40 
aAos, se estimó una pravalenda de V1H-1/SIDA de 0.3 %.4 
La transmisión sexual ha sido la causante del 89.7 % de loa casos 
acumulados de SIDA. El 8 % se originaron por vía sanguínea; la transmisión 
perínatal representa el 1.8 % del total de casos; y la categoría combinada de 
horrtbres que tienen sexo con otros hombres y usuarios de drogas inyectables 
el 0.5 %.4 
En México el 84.8 % de los casos acumulados de SIDA corresponden a 
hombres y el 15.2 % a miliares, estableciéndose una relación hombre-mujer de 
6 a 1. Sin embargo, en ta mayor parte del país se observa una relación de 3 a 1, 
aunque existen estados como Nuevo León y el Distrito Federal donde la razón 
es de 9 a 1. Esto indica una heterogeneidad en la forma de transmisión del 
SIDA en el territorio nacional, que en algunos estados es predominantemente 
homo/bisexual y en otras heterosexual.4 
Lamentablemente el SIDA en nuestro pafs se presenta en mayor 
porcentaje (79.1 %) en el grupo de personas de ambos sexos con edad entra 
15 a 45 artos (79.1 %), implicando con ello que ae ve afectada la población 
económicamente activa, lo cual puede llegar a afectar gravemente el bienestar 
económico de la familia. El 2.4 % de loa casos corresponden a menores de 15 
artos.4 
De analizar el total de casos acumulados en México (71,526 casos) se 
puede establecer que la vía de transmisión más importante es la sexual (mayor 
al 50 %). Dentro de esta categoría, los casos acumulados en hombres que 
tienen sexo con hombres es del 57.7 %; mientras que los casos relacionados 
con la transmisión heterosexual es de 42.3 %.4 
Con respecto a otras vías de transmisión en México, los casos acumulados 
se distribuyen en la siguiente forma: 91.4 % corresponden a una transmisión 
por vía sanguínea; 8.4 % al consumo de drogas inyectables, 8.4 % y 02 % a la 
categoría de exposición ocupacional.4 
En México, la transmisión perinatal constituye la principal vía de contagio del 
VIH-1/SIDA en menores de 15 artos, ya que siete de cada diez casos se deben 
a esta forma de contagio (72 %).4 
@ « 
1.12 VkuedelaHepatitieC. 
Pievalencia y Fectoree da rieego» 
La Organización Mundial da la Salud, basándose en la información de que 
dispone, estima que alrededor del 3 % de la población mundial esta infectada 
por el VHC, lo que equivale a 200 millones de personas (Figura 2. de la pagina 
21).1 Se calcula que el número de nuevas infecciones por aAo ea de 3 a 4 
millones de personas.1 
La prevalencia en la mayor parte de los países de Europa, América y 
Sureste asiático es menor de 2.5 %, en tanto que la de las regiones del Pacifico 
Oeste va de 2.5 a 10 %, habiendo países, como los del Medio Oriente, en 
donde puede ser mayor del 10%.6 
Uno de los países con mejor control epidemiológico es Estados Unidos, 
país en el cual - 2 % de su población esta infectada con VHC, y la mayoría de 
ellos desarrolla infección crónica (~ 85 %). La infección por el VHC crónica 
puede conducir a cirrosis (en el 20 % de los casos) y carcinoma hepatocelular 
(~ 8,000 y 10,000 muertes al afto). 
Existen pocos reportes de la prevalencia del VHC en México. Sin embargo, 
con estos datoa, y en conjunto con la Organización Mundial de la Salud se 
estima que es de 0.7 %.• 
Loe tactores de rk go que m ¡fam can méi frecueneis «si isd© al mundo ton 
hemofrwwfusiéo (sangre infestada de donadores sin escrutinio previo) y empleo 
de drogas psMnfarfates, Sin embargo en mucha» ocasiones no ©§ posibtg 










Flauta 2. rnwrtem ii oloM de la Infección cróniie DOT VHC da acuerdo con la OMS. 
Hasta «Sdento» de 2003. Fuente: OMa Consulta: Julio 2004 
proponen otras vias potenciales de adquisición dei VHC que incluyen 
hemodiálisis, contado sexual, tatuajes, perforaciones corporales, transmisión 
matemo-fetal e inhalación de cocaína. 
Receptores de «añore v producto» sanguíneos. 
La transfusión de sangre, o de loe productos derivadoa de ella, 
provenientes de donadores infectados por VHC es una vía muy eficiente de 
transmisión. La introducción de laa técnicas serológicaa por inmunoensayo 
enzimático para realizar el escrutinio de le sangre en los paisas desarrollados a 
partir de 1990 disminuyó la incidencia de VHC poetransfusional a msnos ds 1 % 
en asas áreas. La implementación de técnicas multiantigeno más sensibles 
permite reducir el riesgo de infección por VHC relacionado con transfusión a 
cerca de 0.001 % por unidad transfundida (1/100,00 por unidad transfundida).6 
Uso de drogas endovenosas. 
Actualmente el uso de drogas intravenosas es la vía de transmisión más 
importante en Estados Unidos.6 Muchas personas con infección crónica por 
VHC pudieron adquirir su infección hace 20 o 30 artos como resultado de un 
limitado u ocasional uso de drogas inyectables. Los factores que se relacionan 
con usar drogas endovenosas y ser positivo a VHC comprenden: uso frecuente 
asi como compartir la Jeringa para drogarse.9 
Exposición nosocomial v ocupacional. 
El sitio de mayor riesgo de infección nosocomial del VHC lo constituyen las 
unidades de hemodiálisis, donde la prevalencia promedio es del 10 %, aunque 
@ * 
algunos centro» reportan una prevalencia mayor al 60 %. Estudios de la 
incidencia y la prevalencia han documentado una asociación entra la positividad 
anti-VHC y el incremento de aAos en diálisis, independientemente de 
transfusión sanguínea. Estos estudios indican que la transmisión de VHC en 
pacientes que acuden a un centro de hemodiálisis ocurre por una 
implementadón incorrecta de practicas de control de infecciones, 
particularmente el fraccionamiento de los viales de medicación y suministros.6 
A pesar de que los profesionales de la salud están expuestos a infectarse 
por el VHC y otros patógenos que se transmiten por sangre, al parecer la 
prevalencia anti-VHC no es mayor que la de la población general. 
Actividad sexual. 
Los hallazgos clínicos apoyan la conclusión de que la transmisión sexual del 
VHC ocurre, pero con poco frecuencia y de manera menos eficiente que la de 
otros virus. Se observa una relación entre la actividad sexual y la infección por 
el VHC en estudios de casos y controles de personas con hepatitis aguda, 
estudios transversales en grupos de diferentes comportamientos sexuales 
(heterosexuales y hombres que tienen relaciones sexuales con hombres que 
acuden a clínicas de enfermedades de transmisión sexual, mujeres que ejercen 
prostitución) en donde se ha encontrado un promedio del 6 % (rango: 1 % -10 
%). Al parecer existe una correlación entre ser anti-VHC positivo y el número de 
parejas sexuales, no usar preservativos, las prácticas receptivas anales, tas 
actividades sexuales traumáticas, loa antecedentaa de infección de transmisión 
sexual y la coinfección con VIH-1 .* 
Contacto en casa. 
La prevalencia de infección por VHC a través de contacto no sexual en caaa 
da personas con infección crónica por VHC en los EU es desconocida, pero 
probablemente es poco común. En estudios realizados en otros países se 
estima que es del 4 %.6 
Transmisión oerinatal. 
La exposición perinatal se considera poco frecuente y representa una 
pequefta proporción de las infecciones por VHC. Aunque todavía no se 
establece el mecanismo exacto del contagio madre-hijo, loa estudios indican 
que éste sólo ocurre cuando la madre es ARN positiva al momento del 
nacimiento. El riesgo promedio de infección se aproxima a 6 % (rango: 0 % - 25 
%) para madres anti-VHC positivas/V1H-1 negativas y a 14 % (rango: 5 %-36 
%) para los nacidos de madres coinfectadas con VHCMH-1. • 
I . M Coinfección VW-1/VHC. 
PlfVlIlHClli 
El VHC es una de tas principie» causas de morbilidad (8.6 %) y mortalidad 
(4.8 %) en personas infectadas con VIH-1 (Bica I. CID 2001;32:492-497). 
Las complicaciones derivadas de la co-infecdón con el virus de la hepatitis C 
(VHC) son uno de los principales problemas que deben afrontar las personas 
VIH-1 positivas." 
Estudios efectuados a principios de la década de los 90*8 reportaron que la 
enfermedad hepática por VHC era responsable de hasta un 10 % de los 
fenecimientos en sujetos VIH-1 positivos. 
Actualmente esta cifra va en aumento, y se estima que en ios próximos aAos 
ta co-infecdón con VHC puede ser ta causa de hasta un 30-50 % de las 
muertes en VIH-1 positivos. 
En los EUA se calcula hay 800 000 a 900 000 personas infectadas con el 
VIH-1; 4 millones están infectadas con el VHC y entre 240 000 y 300 000 
personas (hasta el 40 % de tes personas VIH-1 positivas) presentan co-
infección. 
A nivel mundial, se calcula que hay más de 170 millones de personas 
infectadas con el VHC; 36.1 millones viven con el VIH/SIDA y aproximadamente 
(S) 12 
el 33-75 % de tas personas infectada* con el V1H-1 en todo ei mundo pueden 
estar oo-intoctadaa con VHC.9 
En grupos de alto riesgo la prevalencia 2 puede variar tanto como se muestra 
en ta Tabla I: 
Tabla I Pravtfencta D S la cotnfociión en arunos da aMo FÍMOO. 
GRUPO DE RIESGO PREVALENCIA | 
Pacientes VIH-1 + Aprox. 40 % 
Personas que usan drogas intravenosas 50 - 90 % 
Hemofílicos > de 85 % 
Hombres homosexuales VIH-1 + 4 - 8 % 
Prostitutas no usadoras de drogas 5 - 8 % 
intravenosas 
Fuerte: Mandara Kholili, Briai W. Befana. Hepatitis C in the setting of HIV oo-iii&ctiún. 
Morato and kifectkn 4.2002 
En EU en un grupo de mujeres embarazadas HIV-1 + se encontró que el 33 
% de ellas eran positivo para la presencia de ARN-VHC y que el Indice de 
transmisión materno infantil de VIH-1 era de 26 % en las que eran VHC positivo 
y de 16 % en las que eran VHC negativo. 
En México no se cuenta con datos precisos acerca de la frecuencia de la co-
infacción con estos dos agentes virales, pero ae estima que la población 
afectada es muy similar a la reportada en otros países. 
12 Biología Molecular del Vkue de la 
Inmunodefldencia Humana Tipo 1 (V1H-1) 
La particuia vírica o "virión" corresponde ai virus durante la fase extracelular 
de su ciclo vital. Tiene una forma esférica. Presenta, en el exterior, una 
envoltura que rodea una cópskle que tiene una forma de obús o de tronco de 
cono. En el centro de la cépskJe se encuentra el ARN vírico acompañado de 
otras moléculas indispensables para su protección o para el desarrollo de las 
primeras etapas de la infección vírica.10 Figura 3. 
La envottura de la partfcula vfrica se parecea una membrana celular Spidica, 
de hecho una parte de ioa constituyentes de la envottura proced i, 
originalmente, de la membrana de la céh^a huésped, en la qua se encuentran 
incrustadas diversas protefnas virale* corno la proteina gp120 (gp: proteina 
gJucosilada) qua se extiende bacia al exterior de la envottura virai y la proteina 
gp41 transmembranal» qua porrate fijar la proteina gp120 a la envottura virai. 
Figuras. Partícula del VIH-1 
m 14 
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Estas proteínas de superficie tienen un papel importante en la unión y en la 
penetración del VIH-1 en la célula diana.m11 
El interior de la envoltura está tapizado por moléculas de proteína p17.* 
La cápside rodea al ARN vírico y a otras moléculas asociadas. Está formada 
por varias proteínas, da las cuales la p24 es la que se encuentra en mayor 
proporción.10 
El V1H-1 está formado por 2 moléculas de ARN idénticas (+) dispuestas 
cabeza-cola, que contienen la información genética.10 El ADN proviral asta 
formado por 9.5 kilobases (kb) y se encuentra flanqueado por dos zonas de 
repetición terminal (LTR), las cuales tienen elementos necesarios para la 
integración, la transcripción y la síntesis de ARN.10 
Cuente con tres genes principales: gag, poÊ y env, que codifican para 
proteínas de la nucleocápside, de la superficie y de la transcriptasa reversa. 
Además de los anteriores, cuenta con seis genes más que son tet rev, nef, vpu, 
vtfy vpr, que actúan como genes reguladores (Figura 4.). * 12 
Los productos del gen env constituyen las principales proteínas exteriores, 
que son sintetizadas en forma del precursor gp160, el cual da origen a las 
glucoproteinas 120 (gp120) y 41 (gp41).*" t t 
loe productos de los genes gag y poi forman el centro del virión maduro. 
Las proteínas que son codificadas por gag tienen un precursor de 53 kd, de 
cuyo procesamiento resultan las proteínas p24, p17t p9 y p7. * 
El gen poi codifica para la producción de un precursor, de cuyo 
procesamiento sa originan varias enzimaa, induidas la inìegrasa, la 
rìbonudeasa, la transcriptasa reversa y una aspartil-proteasa.10 
L T R JxL 
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Figura 4. Eequema del genoma dal VIH-1 y procwamtonto dal— protofci—vtratee. 
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13 Biología Moleciiar del Vlrue de la HepatitiaC 
El VHC aa un virus esférico, cubierto, con ARN de cadena positiva, de 
alrededor de 50 nm de diámetro. (Figura 5). Se ha propuesto que su estructura, 
organización genómica (Figura 6) y cido de repücación son similares a los de 
los miembros de la femilia FtavMrida*, pero lo suficientemente distintos para 
clasificarse dentro de un nuevo género ¿©nominado HepacMms.13,14 Dentro de 
esta misma familia encontramos también al virus causante de la fiebre amarilla, 
virus del dengue, virus del Oeste del Nilo. Figura 5. 
Figuras. Partícula dal VHC 
El genoma del VHC (Figura 6) es una molécula de ARN, de sentido positivo, 
una sola cadena y aproximadamente 9.7 kilobases (kb) de longitud. El ARN 
contiene un soto marco abierto de lectura abierto (de cerca de 3,000 
aminoácidos), flanqueado por dos regiones muy conservadas y que no 
codifican. Mamadas 5* y 3'UTR. * 
La región 5'UTR es de alrededor de 341 nucleótidos de longitud y contiene 
un segmento que actúa como sitio de entrada ribosomal interno que dirige la 
traducción del marco de lectura abierto viral.10 Ya que la región 5'UTR es 
altamente conservada, aa utiliza para genotipificación viral. Aunque algunas 
mutaciones en 5'UTR se relacionan con resistencia al interferón (INF), no está 
claro ai esto es un efecto directo o sólo un cambio compensatorio a las 
mutaciones en otras partes del genoma.17'* 
La región 3'UTR consiste en un segmento variable que incluye una zona de 
secuencia de PolyU de alrededor de 100 nucleótidoe, y termina en un segmento 
de 98 nucleótidos altamente conservado (el más conservado en VHC) que se 
requiere para la replicación viral, Se piensa que este segmento conservado es 
un sitio probable de reconocimiento de la replicase en la copia de la cadena 
negativa de ARN.* 
A partir del marco de lectura abierto del genoma del VHC se codifica una 
poüprotefna que se procasa en por lo menos 10 proteínas, cuatro estructurales 
(la nudeocápside viral o protefna "core", las proteínas E1 y E2 de la cubierta, y 
una protefna denominada p7) y seis proteínas no estructurales que participan 
en te replicactón de ARN virai. El procesamiento de la poHprotoina viral se lleva 
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FlguvsS. Esquema del genoma dal VHC y procesamiento da la» proteina» virato». 
A partir del marco de lectura abierto del genoma del VHC se codifica una 
poliprotefna que se procesa en por lo menos 10 proteínas, cuatro estructurales 
(la nucleocâpside viral o proteina "core*, las proteínas El y E2 de la cubierta, y 
una proteina denominada p7) y seis proteínas no estructurales que participan 
m 19 
en la «aplicación da ARN viral. El procesamiento de la políprotofna viral se Heva 
a cabo mediarte profesases tanto celulares como virales. (Figura 6.) 
Los primeros 191 aminoácidos de la poüprotoina del VHC forman la 
nudeocápsido*21 
El VHC tiene dos glucoproteínas de envoltura: la proteina E1 y la E2. Estas 
proteínas se secretan en el retículo endoplásmk» como proteínas de 
membrana de tipo 1 y permanecen fijas a la membrana mediante una secuencia 
hidrofóbica del extremo carboxiio. La digestión adicional produce la proteina 
NS2A (p7), cuya función se desconoce.22 E1 y E2 sirven para reconocer 
receptores celulares.23 
Un segmento muy variable de alrededor de 30 aminoácidos da longitud 
cercana al extemo amino de E2 se denomina región hipervariable 1 (HVR-1).2* 
Éste segmento conforma un asa poüpeptfdica en la superficie del virión y con 
frecuencia induce la formación de anticuerpos en las personas infectadas con 
VHC.2*2* 
Entre las proteínas no estructurales se encuentran las siguientes: NS2B, 
NS3, NS4A. NS4B, NSSA y NS5B. De las anteriores proteínas se desconoce la 
función precisa de: NS2B, NS4A, NS4B y NS5A." 
La proteína NS3 tiena una actividad de serin proteasa localizada en su 
extremo amino torminal, y una de ARN-heHcasa con actividad de trifoeíatasa en 
au región cartxudlo terminal.w 
En el segmento que corresponde a la proteina NS5A se localiza la región 
determinante de la susceptibilidad al interferón, ISDR, dado que los 
polimorfismos dentro de este segmento se correlacionan con la resistencia al 
tratamiento con INF.' 
La proteina NS5B es la que se encarga de replicar el genoma del VHC, ya 
que funciona como una RNA poiimerasa dependiente de RNA12,29 
14 Marcadores Moleculares 
El estudio del material genético ha permitido determinar el origen de muchas 
enfermedades complejas como cáncer, diabetes, hipertensión, etc., lo cual, a su 
vez, ha hecho pensar que una patología as el resultado de la disfimción de 
más de un gen, asi como que una misma enfermedad en diferentes individuos 
se puede deber a alteraciones de diferentes genes. 
La presencia de formas alternas de genes normales (aleloe mutados) 
pueden causar enfermedades, o bien una resistencia a ellas, al producir 
cantidades anormales del producto génico, que puede ser desde sobraxpresión 
hasta ausencia total del mismo. 
Actualmente aa propone que la aparición y evolución de una patología ea el 
resultado da un desequilibrio en la interacción entre la información genética de 
un individuo y su medio ambiente, incluyendo su dieta y su estilo de vida. Por 
alio, al desarroSo del diagnóstico molecular nos permite la posibilidad da 
identificar la» alteraciones en el material genético que generan la enfermedad (o 
la resistencia a ella) constituyendo asi loa marcadores moleculares que 
permiten establecer un diagnóstico certera 
Esto permitirá no solo realizar un diagnóstico preciso y la aplicación de una 
terapia génica apropiada, sino también identificar a un Individuo antes de que 
desarrolle la enfermedad con el fin de que tome las medidas preventivas para 
retardar, controlar o incluso prevenir la aparición de dicha patología. 
Los marcadores moleculares también son de utilidad en: ta identificación de 
individuos; en el diagnóstico de enfermedades infecciosas ya sean estas 
causadas por agentes virales, bacterianoe o micóticos; en ta endocrinología 
molecular; en ta fisiología; en ta angiogénesis; en ta producción de agentes 
giológicos para tas terapias celular y genética; en el estudio de los diferentes 
grupos étinicos; en la farmacología; en el mejoramiento de productos agrícolas 
y en el control biológico de cosechas; en ta biodegradación de los desperdicios 
y contaminantes; en el conocimiento de ta ecología microbiana; y muchos otros 
campos involucrados en el entorno extemo e interno del ser humano. 
1.5 Factores Involucrados sn el Deearrotto de 
ta Coinfección VIH-1/VHC 
Las Infecdonee por al VHC y el VIH-1 comparten características en común 
que contribuyen a que la co-infección sea más frecuente: ambas son 
Infecciones que ae transmiten por vfa parenteral (transfusiones), sexual y 
vertical.* Presentan perfodoe de latericia prolongados y tendencia a un curso 
crónico. No se conocen loa mecanismos de infección ni el efecto de la 
interacción de estos dos virus en las personas co-infectadas. 
Se ha propuesto que el VIH-1 puede acelerar la progresión de la hepatitis C 
y agudizarla, muy probablemente en relación con el descontrol de la Infección 
por VIH-1, que aa vincula con altos niveles de ARN-VHC y una progresión 
acelerada de la lesión hepática inducida por el VHC, lo que a su vez repercute 
en el desarrollo más rápido de fibrosls. Esta progresión de la flbrosis se 
correlaciona en forma independiente con la cuenta de CD4 (< 200/ml) y 
consumo de alcohol. 
Por otro lado hay datos que sugieren que el VHC puede aumentar ta 
Incidencia de hepatotoxicidad de loa fármacos anti-VIH, loa que de por si son 
conocidos como potoncialmente hepatotóxicoe, implicando con ello una 
disminución en ta eficiencia de ta erradicación del VIH-1* 
El aumento de la sobrevida y el deterioro histológico secundario a la rápida 
recuperación InmunHaria debido a las nuevas terapias antirretorvMes, además 
de la dtotoxicidad viral directa o toxicidad farmacológica, o ambas, y un riesgo 
mayor de desarrollo de cirrosis hepática en pacienta coinfectados hacen resaltar 
la Importancia de elucidar los mecanismos moleculares de patogenicidad 
involucrados en la co-infecdón con el VIH-1A/HC. 
Ea importante la Identificación de loe factores del hospedero, expresados 
como mecanismos genéticos a inmunoiógicos que participan en su defensa 
contra ambos tipos de virus. Por lo que es muy importante intensificar la 
búsqueda de los factores que influyen en el tiempo de progresión al SIDA y la 
eupervivencia de las personas oo-infectadas. 
1.5.1 Marcadoree genéticoe para el VIH-1: 
Numerosos estudios se han enfocado en buscar los factores propios del 
paciente y del virus que participan en loa eventoa moleculares que determinan 
la resistencia y la historia natural de la infección*31 Se han identificado loa 
receptores en el hospedero que requiere al VIH-1 para infectar a las células 
blanco y su importancia en el tropismo celular, la transmisión de la infección y 
en la progresión de la enfermedad. 
Hay evidencias de que «I menos un 50 % do lo» individuos infectados por el 
VIH-1 considerados no progresóles, tienen marcadores genéticos que 
determinan una lenta progresión al SIDA. Se han identificado 8 genes 
asociadoa que codifican para: receptores de quimfodnas genes MHC 9 y un 
inhibidor de atocinas.*-® 
Los efectos de las quimiocinas estén mediados por receptores 
membranales. El VIH-1 entra a la célula, la cual presenta a la vez receptores 
CD4 y CC (quimiocinas p) o CXC (quimiocinasa), mediante un anclaje y una 
posterior fijación, respectivamente (Figura 7. y Figura 8., página 38). Entra los 
receptores de quimiocinas se incluyen CXCR4, CCR2, CCR3 y CCR5 * Se ha 
comprobado que CCR5 y CXCR4 actúan como los principales correceptores Jn 
ufe«» a - v VFvv. 
En la entrada del virus a la célula se pueden diferenciar varias etapas: 
(Figura 8. página 38 y Figura 9. página 39) La unión gp120 (VIH-1KD4(cé(uia) 
modifica la conformación de gp120. Entonces, la secuencia que conforma el 
bucle V3 de la gp120 queda expuesta (desenmascarada), lo que permite la 
interacción con el correceptor celular CCR5 en el inicio de la infección, con 
CCR5 o CXCR4 en la fese intermedia y con CXCR4 en la fese final. 
Receptor CD4 
Figurar. Eequema del enciaie y fijación del VtH'l a ta célula Manca 
FlguraS. Esquema da la Interacción da loa receptarse da la membrana celular y al VIH-1: 
A. Poconoclirtanto- lición, encinte v fusión del viras can la membrana celular. 
B. Cnmpotencie de quiméoocinas con el VIH-1 por al coneceptor CCR5. C. 
Expreeión defectuosa del conaoeplor CCRS que evita la fijación del V1H-1 a la 
membrana celular 
Se forma, pues, un compro tríméríco gp120-CD4-CCR5 o CXCR4 
(Figura 9.). La fusión celular, en la que gp41 desempaña un papel determinante, 
entre le membrana celular y el virus ae inicia, y el VIH-1 inyecta al interior 
celular su cápside que contiene los ARN víricos y la retrotranscriptasa. 
Finan IX Macaniamo oroouaafto da aaodadán dal VIH-1 oon la célula. 
En 1996, se describió una detetión de 32 pb del gen de) receptor CCR5 
(CCR5A32), que genera una proteina truncada.38,44 
Esta proteína truncada se genera porque la deleción provoca un cambio 
en el marco de lectura (aminoácido 185) por la aparición de un codón de 
finalización prematuro en la secuencia correspondiente al segundo loop 
extraceluiar.40,41 Esto da como resultado un receptor no funcional, que ya no se 
ancia en la membrana celular.4* 
Los individuos homocigotos CCR5A32/A32 serian naturalmente 
resistentes a la infección por al VIH-1 ya que la ausencia del receptor en la 
superficie celular impide la entrada de cepas VIH-1 R5, que son consideradas 
las variantes transmisoras. Esto lúe corroborado por estudios Invftro que 
demostraron que loa cultivos primarios de células mononudeares con genotipo 
CCR5A32/A32 eran resistentes a la infección con VIH-1 R5 pero no con las 
variantes virales X4, confirmando la especificidad de esta delación inactivanto 
en el correceptor para los virus R5. * * * * * En grupos de individuos no 
infectados con alta exposición al virus se encontro el genotipo CCR5A32/A32. 
Contrariamente, varios estudios epidemiológicos demostraron la ausencia 
del genotipo homocigota CCR5A32/A32 en individuos VIH-1 infectados, 
apoyando el rol protector ejercido por este genotipo. Sin embargo el reporte de 
casos de individuos con genotipo CCR5A32/A32 que contrajeron la infección 
demostraron que esta resistencia no es absoluta. 4 W W W 0 Probablemente 
estos individuos hayan adquirido una variante viral que no sea dependiente del 
CCR5. La baja frecuencia con que ocurren estos casos demuestra que el alelo 
CCR5A32 confiere una clara ventaja protectora y que los virus que utilizan el 
CCR5 son los predominantemente involucrados en la transmisión del VIH-1. 
Por lo tanto el genotipo homocigoto CCR5A32/A32, se ha asociado a 
resistencia a ta infección por el VIH.81 El estado heterocigotD de ta detedón se 
encuentra aproximadamente en un 20 % de la población caucásica sana, y el 
estado homodgoto en solo 1 % de los individuos. Una frecuencia alélica menor 
del 10 % ae ha encontrado en africo-americanos y grupos de hispanos que se 
han analizado. En general se asume que el astado homocigoto para la deleción 
disminuye la susceptibilidad a la Infección, y al estado heterocigoto retarda 
significativamente el curso da la enfermedad. Tanto las mutaciones da la 
secuencia codificadora, como de la promotora presentan su efecto alterando la 
cantidad de receptores CCR5 y afectando la susceptibilidad da las células del 
hospedero a la infección por VIH y probablemente otros virus como el VHC.54 
El gen que codifica para la síntesis de CCR5 sa encuentra localizado en 
el brazo corto del cromosoma 3 (3p21) y asta compuesto por 4 exones y 2 
Intrones. Los exones 2 y 3 no están interrumpidos por intrones. El exón 4 
contiene la secuencia correspondiente al marco de lectura abierto (ORF), 11 
nucieótidos de la región 5* no traducible (UTR) y la secuencia completa de la 
región 3' UTR. Otra característica de este gen es la presencia de múltiples sitios 
de inicio de la transcripción que por procesos de splicing attemativoe originan 
distintos transcriptos que difieren principalmente en la región 5* UTR.** 
En la región codificante del CCR5, además da la mutación CCR5-A32, 
por estudios de rastreo genético como el SSCP (polimorfismos 
oonformacionales de cadena simple) y eecuendación , se encontraron 21 
nuevas variantes del CCR5 por sustitución puntual, aunque todas son muy poco 
frecuentes.awwo La consecuencia funcional de estes forma* diferentes aún no 
se ha establecido. Recientemente se demostró que la región 5* no tradutible del 
CCR5 es altamente polímórfica y que las distintas variantes genéticas podrían 
influir en la patogenia del VIH-1.7172 
1.5.2 Marcadores genéticoa para el VHC: 
Loa mecanismos que utiliza el VHC para ingresar al Interior de los 
hepatocitos aun se desconocen. Diferentes comunicaciones han resaltado la 
importancia del genotipo del VHC para explicar una evolución més rápida de la 
infección con el VIH-1. También se han reportado probables receptores para la 
entrada del VHC a las células, sin embargo no se ha demostrado con certeza la 
participación de estos receptores celulares en la intemalización del virus. 
Recientemente se han reportado dos probables receptores del VHC, la protefna 
CD81 y el receptor para lipoprotolnas de baja densidad, LDL En el plasma los 
Ifpidos se encuentran en su mayoría en forma de Kpoprotefnas constituidas por 
llpidos y apolipoprotefnas (Apos), cuya función es dirigir el destino de la 
partícula. Las Hpoprotefnas se han agrupado en 4 grupos: LDL, VLDL, HDL y 
quilomicrones. Basados en la observación de que las partículas del VHC se 
asocian con beta-fipoproteinas en suero, Agnello y cois., reportaron que las 
partículas del VHC asociadas con LDLs eran capaces de Ngarse a su receptor (r 
LDL) y permitir la entrada del virus al hepatoctto.9*01 Sin embargo, aún se 
desconoce la participación de este mecanismo en la intemalización del virus en 
las células infectadas. Finalmente, se han reportado polimorfismos en los genes 
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que codifican para apolipoproteínaa que originan formaa distintas de proteinaa 
con características biológicas diferentes. Sa ha postulado que dichos 
polimorfismos podrían influenciar al establecimiento o la eliminación de la 
infección por el VHC. Recientemente Wozniak y cola., reportaron que la 
presencia del alelo Apo E-e4 protege y disminuye el desarrollo de daAo 
hepático severo en pacientes infectados con VHC.82"8* 
CAPITULO H 
JUSTIFICACIÓN 
La co-infecdón con al virus da la hepatitis C (VHC) disminuye la respuesta al 
tratamiento y aobrevida en sujetos infectados con VIH-1. Ambas infecciones 
comparte las mismas vfas de transmisión, por lo que se estima que en loe 
próximos atoe la co-infección con el VHC puede ser la causa de hasta un 3040 
% de las muertes en pacientes infectados por VIH-1. En México no existen 
datos reportados acerca de este tipo de coinfección. 
Por otra parte, existen evidencias que apoyan la participación de factores 
genéticos del huésped en la susceptibilidad o resistencia a la adquisición de la 
infección por VIH-1 o VHC. 
La identificación de cuántos y cuáles son los genes en el huésped que 
predisponen o condicionan el desarrollo de estas infecciones es fundamental 
para el diserto y la aplicación de herramientas diagnosticas, terapéuticas y 
pronosticas especificas; incluso permitirá prevenir o retrasar la aparición de la 
sintomatoiogía o las complicaciones crónicas de estas infecciones, sin olvidar 
que, distintos individuos poseen genes de susceptibilidad o resistencia 
adicionales, que pueden determinar diferencias en la respuesta al tratamiento o 
al desarrollo de complicaciones. 
De igual manera, el conocimiento progresivo de las características genéticas 
de loa grupos étnicos de nuestro país, permitirá conocer tanto las fortalezas 
como las debilidades de la población mexicana y permitirá desarrollar una mejor 
medicina preventiva y colectiva. 
En base a estos antecedentee, se resalta la importancia de conocer la 
pravalencia, asi como de elucidar loa mecanismos moleculares de 
patogenicidad involucrados en la co-infección con el VIH-1A/HC. 
CAPITULO III 
3.1 OBJETIVO GENERAL 
Dmtmrmkmr la pnvmhncl* da la hiféecSón con al VHC m mi grupo da 
su/atoa infectados con WH-f y «ruAzar loa potimorfimmo* da marcado—a 
moJecuJares aaocladoa a la cotoftcdóm 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Conocar la prwalencla da la Infección con al VHC en un grupo de 
aifetoe Infactadoa con VIH-1. 
2. Identificar loa poHmorflemoe de loa genea que codifican para el 
correceptor CCR5 y la apolipoproteina E en un grupo de auletoa 
Infactadoa y coinfectadoa con VIH-1 y VHC. 
3. Correlacionar loa hallazgoe moleculares con la pieaancla de la 
coinfécción en relación al grupo de aq|etoa infactadoa únicamente con 
VIH-1, al grupo Infectado con VHC o con el grupo de auletoa que no 
están infactadoa con ninguno de loe doe virua. 
4. Establecer la correlación eetadlatlca entra las variablee dependientes e 
Independientes (historia cUnlca, perámetroe bloquitnlcoa y 
poRmorflamoa de loa marcadorea genótlcoe eelecdonadoa) en el 
contexto de loe diferentes grupoe de sujetos. 
CAPITULO IV 
MATERIALES Y MÉTODOS 
El estudio lúe aprobado por el Comité de Investigación y Ética de la 
Subdirección de Posgrado, del Hospital Universitario "Dr. José E. González" de 
la UANL, con clave BI03-090, en sesión del 29 de Septiembre de 2003, y se 
realizó en forma prospectiva, transversal, descriptiva y obeervadonal de 
Septiembre de 2003 a Julio de 2004. 
4.1 Area Física 
El trabajo se realizó en el laboratorio de Infoctologls Molecular de la Unidad 
de Laboratorios de Ingeniería y Expresión Genéticas del Departamento de 
Bioquímica de la Facultad de Medicina y en el Servicio de Infectologís del 
Hospital Universitario. 
4¿ Sujetos Incluidos en el Estudio 
42.1 Suietos Controles 
Para esta proyecto se estableció un grupo de sujetos sanos que 
aceptaron participar en el estudio y que fueron aeleocionadoa de acuerdo a loe 
siguientes criterios: 
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Inclusión: ambos géneros, mayores de edad, que aceptaron participar; que 
fueron negativos s is presencie de anticuerpos contra VIH-1 y VHC. 
Exclusión: sujetos menores de edad, pacientes con alteración de la 
coagulación, que estuvieran en estado agónico, que se negaran a participar, o 
que tuvieran algún factor de riesgo para la Infección por VIH-1 y/o VHC. 
4¿¿ Sujetos Infectados con VIH-1 y/o VHC 
El grupo de estudio se conformó de sujetos infectados con VIH-1. 
Además se incluyó un grupo de sujetos positivos para el VHC como control. 
Estos pacientes fueron reclutados como voluntarios y asistían a consulta a los 
Servicios de Infectologfa, Gastroenterologia y Patologia del Hospital 
Universitario "Dr. José Eleuterio González". Se seleccionaron de acuerdo a los 
siguientes criterios: 
Inclusión: ambos géneros, mayores de edad, con diagnóstico, antecedentes o 
factores de riesgo de infección por VIH-1 y/o VHC, que aceptaron participar. 
Exclusión: sujetos menores de edad, que se negaron a participar. 
4¿ Número de Paciente«, Baee de Datoe 
y Confidencialidad 
A partir de la información recabada de cada uno de loe pacientee ae generó 
una base de datos que se utilizó para realizar estudios epidemiológicos y de 
asociación de las características clínicas y los hallazgos experimentales. La 
identificación de cada uno de los pecientos lúe a través de la asignación de una 
clava confidencial y ae ha mantenido en al anonimato y la confidencialidad en 
todo momento. Los datos de nombres y claves confidenciales están restringidos 
para todos los participantes, solo tiene acceso a asta información el 
responsable del proyecto. El número de pacientes que se incluyó se estableció 
en función de la proporción del número de pacientes con infección por V1H-1 
que eran atendidos y se les llevaba un seguimiento en dicho centro hospitalario, 
respecto al total de pacientes que asistieron a este hospital regional. El número 
que se estimó de pacientes VIH-1 para este estudio fúe de 60. Sin embargo ae 
incluyeron todos los pacientes que aceptaron participar y que de forma 
consecutiva acudieron a una consulta programada durante el periodo 
comprendido de Septiembre de 2003 a Julio de 2004. 
4A Material Biológico 
A cada uno de loe sujetos incluidos en este estudio se las tomó una muestra 
de sangre periférica, obtenida por punción venosa en una única ocasión, 
empleando tubos vacutainer con EDTA, así como material desechabie estéril. 
La cantidad de muestra que se obtuvo fúe de 10 mi. 
Inmediatamente despuéa de lomada la muestra, ésta se ooloc^ hí^lo y 
fué transportada al Laboratorio de Infectotogla Molecular, en donde se 
centrifugó para separar el plasma y el paquete leucocitario. 
Del plasma se hicieron diferentes alfcuotaa, las cualee fueron colocadas en 
tubos eppendorf, etiquetadas y conservadas a -70 *C. 
A partir del paquete de leucocitos se extrajo el ADN, el cual fue conservado en 
tubos eppendorf a -20 también debidamente etiquetados. 
4.8 Reactivos 
Los reactivos y el material empleado fueron los siguientes: 
Para las reaccionee de PCR se empleo la enzima TaqDNA plimerasa, el 
MgCb y buffer de PCR de Promega Corporation (Madison, Wi, EOA). Loa 
dNTPs fueron adquiridos de GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES (Grand Island, 
NY. EUA). 
La enzima de restricción que se empleo (Hha /) para digerir los productos 
amplificados fue adquirida de New England Biolabs Ine (Beverly. MA, EUA). 
Para las reacciones de RT-PCR se utilizó la enzima superscript™ II RNasa H-
Transcriptasa Reversa ó bien MMLV, Random primers. Buffer First-Strand 5X, 
DTT y RNaseOUT inhibidor de Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA, 
EUA). 
Los goles fueron preparados con agarosa grado analítico adquirida da 
Invitrogen™ Ufé Technologies (Carlsbad, CA, EUA). 
El ácido bórico y Trizma*base de SIGMA CHEMICAL CO (SL Louls, MO, 
EUA) y al EDTA de AmershanVUfa Science (Cleveland, OH, EUA) fueron 
utilizados para preparar al buffier de corrida TBE. Entre otroe raactivoa que 
fueron necesarios para preparar laa soluciones requeridas se encuentran SDS y 
NaCI, también da SIGMA CHEMICAL CO (SL Louls, MO, EUA). 
Los solventes orgánicos utilizados como cloroformo y etanol, fueron de 
grado analítico y provenían de la casa comercial Merck* (EM SCIENCE, 
Gibbstown, NJ, EUA). 
El trizol sa adquirió de GIBCO-8RL UFE TECHNOLOGIES (Grand Island, 
NY, EUA). 
El material de plástico que se utilizó fueron tubos eppendorf (0.5,1.5 y 2.0 
mi) y puntillas (0.01.0.2 y 1.0 mi) para las micropipetas de BIOMOL SA de CV, 
Monterrey NL, Méx. Loe tubos fiaJcón de 15 mi y loa guantes de látex utilizados 
eran de la marca Cal Associates, Houston, TX, EUA. 
4.6 Equipo 
Se utilizó una microcentrifuga eppendorf modelo 5415 C; balanza digital 
Sartorius modek>1206 MP\ balanza analítica OHAUS modelo APL1; Incubadora 
SHEL-LAB y horno de microondas Gold star. La cámara de electroforesis 
horizontal que se utilizó, incluyendo su fuente de poder, son de marca BIO-RAD 
Life Sciencie Research Products. El tarmociclador utilizado para las reacciones 
de PCR es de la casa comercial Eppendorf. 
4.7 Programaa da Anállaia Computadonal 
El procesamiento de datos se llevó a cabo en una computadora personal 
TOSHIBA. 
Se utilizó un sistema de análisis dimensional de geles compatible con PC, 
constituido de una cámara de video, una fuente de luz UV y una computadora 
(Gel Documentation_Sy8tem 1000, BIO-RAD). 
El procesador de texto y gráficos utilizados fueron MicrosofPWord 2000 y 
Microsoft9 Power Point 2000 de Microsoft Corporation. Para el análisis 
estadístico se empleó la hoja de cálculo Microsoft Excel 2000 (Microsoft 
Corporation), los programas SPSS, RXC y Epi info™ 2002. 
l o t programas utilizados por via internet fueron: Entrez [National Centsr for 
Biotechnology Information (NCBI)], Cantrea for Diaease Control (CDC). El 
navegador de Internet que se uso fue Microsoft E)q>lorer Versión 6.0 (Microsoft 
Corporation). 
4.8 Métodos 
4J.1 Datos DemogrMcoe e Historia Clínica 
Los datos demográficos y la historia clínica fue captada por el Módico 
durante la consulta. Esta información lúa integrada en la basa da datos 
confidencial mencionada con anterioridad. 
4.8.2 Estudios Seroiógicos 
Para conocer la prevalencia da la co-infección con VIH-1 y VHC en la 
población da estudio se realizó un estudio de corte transversal. Para ello ae 
llevó a cabo el análisis serológico y molecular de todoe los sujetos que 
reunieron los criterios de inclusión antea descritos. (Figura 10.) 
La muestra sanguínea tomada a cada uno de los sujetos se utilizó para: 
1) Estudios bioquímicos: determinación de perfil hepático (bifirrubinas, 
TP, GGT, AST y ALT). 
2) Estudios eerológlcoo: determinación de anticuerpos anti-VHC y anti-
VIH-1 utilizando loa estuches comerciales de Abbot de 3* generación y 
siguiendo los protocolos del proveedor. 
3) Estudios molecufarep: identificación cualitativa del genoma viral por 
PCR y POR anidado (V1H-1 y VHC). Identificación de loa poümorfismoe 
del gen que codifica para la Apoiipoproteina E y del gen que codifica 
para el correceptor CCR5. 
Conclusiones y publicación 
Figura 10. Esquema afmpNflcsdo M preoaao qua aa dgufó an la dalMiiÉia i(*m da la 
frecuencia da loa poünvxfiwnoa cM gan qua ouAfici para al comacaptaf CCRS y 
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genoma del VHC. 
Por ser metodologías desarrolladas dentro de protocolos de investigación 
previamente publicados han aido completamente validadoe da acuerdo a loa 
métodos previamente reportadoe por otroe grupos de investigación. 
4.8.2.1 Estudios BloquMcoe 
Los parámetros bioquímicos que fueron considerados son: BiKrrubinas, 
Aapartato aminotransferas, Alanin aminotransferasa, Gama 
glutamintranapeptidasa Fosfatase alcalina. Estos estudios bioquímicos fueron 
llevados a cabo en diferentes laboratorios de Análisis Clínicos de acuerdo a la 
elección del sujeto en estudio. En cada caso se siguió el protocolo del 
proveedor del kit de cada determinación. 
4.8 Jt2 Estudios Seroióg icos 
En la determinación da anticuerpos anti-VHC y anti-VIH-1 se Nevó a cabo 
utilizando los estuches comerciales de Abbot de 3a generación (VHC versión 
3.0 REF 3B44-20 33-0314/R5) y siguiendo los protocolos del proveedor. En un 
equipo Axsym de Abbott (Abbott Parle, IL, EU) se realizaron las determinaciones 
de anticuerpos seAalados previamente. 
4.84 Estudios Molecularee 
4A3.1 Análisis Cualitativo del VHC 
Para la Identificación de la presencia de VHC en loa pacientes V1H-1 
positivos, se aisló el ARN viral del VHC a partir del plasma del paciente 
mediante la técnica de Chomczynsld-Sacchi, ae obtuvo el cADN, posteriormente 
se amplificó por PCR utilizando oligonucleótidoe específicos para amplificar una 
secuencia altamente conservada del VHC, y ae evaluaron loa amplicones por 
electrofbresis en ge! de agarosa al 2 %. Para llevar a cabo el proceso antes 
descrito se siguieron las técnicas que a continuación se describen: 
4A.3.1.1 Extracción de ARN Viral por la Técnica de Chomczynald-SacchL 
A partir del plasma separado de la muestra de sangre periférica de cada 
paciente se realizó la extracción de ARN para identificar la presencia del 
genoma del VHC utilizando el siguiente procedimiento:7* 
Se colocaron 400 pide plasma en un tubo eppendorf y se les anadió 600 jJ 
de trizol; fueron mezclados perfectamente y colocados en hielo por 5 minutos. 
A esta mezcla se le anadió 200 |il de cloroformo grado analítico; nuevamente 
todo fue mezclado y colocado en hielo por 5 minutos. 
Posteriormente se centrifugó a 8,000 rpm por 5 minutos a 4 ^ C. 
La fase acuosa lúe recuperada en otro tubo eppendorf y te le aftadió 600 jil 
de Isopropanol grado análitfco. Se mezclo todo nuevamente y se dejo reposar 
por 1 hora a-20%. 
Completado este tiempo de incubación se centrífugo la mezcla a 14,000 rpm 
por 20 minutos a 4 °C. Se decanto y ae dejo secar a temperatura ambiente por 
10 minutos. 
El sedimento fue resuspendido en 50 pl de H2O con DEPC estérü, y luego se 
le añadieron 150 pl de etanol 100 %. 
Se procedió a centrifugar la mezcla anterior a 14,000 rpm por 20 minutos a 4 
Al terminar de centrifugar se decantó y al residuo se dejo secar por 10 
minutos. Este residuo fue resuspendido en 20 pl de H2O con DEPC estéril y lo 
utilizamos inmediatamente. Cuando no fue posible utilizarlo inmediatamente se 
almacenó a 170 "C. 
4.8.3.1.2 Reacción de Retrotranacrlpdón Asociada a Reacción en Cadena 
de la Poümeraaa (RT-PCR) 
Este método se utilizó para sintetizar a partir del ARN viral una hebra 
complementaria, para posteriormente amplificarla por PCR y de esta manera 
detectarla fácilmente por métodos de eleclrolbresis. 
Fundamento: 
Es una amplificación da ARN a través de la síntesis de su cADN (ADN 
complementario al ARN), que después sa amplifica por PCR. Es decir, no sa 
obtienen copias del ARN de partida, sino de ADN, aunque se conserva 
obviamente la eecuencia complementaria de aquél. Para esta reacción ae 
emplean los siguientes componentes: muestra de ARN, transcriptasa Inversa, 
buffers para cada una da las enzimas, dNTPs, cebadores y TaqONA 
polimerasa.74 
Condiciones de la reacción de RT-PCR oara amplificar el VHC 
Las reacciones de RT-PCR se prepararon de acuerdo con loa siguientes 
parámetros: 
En un tubo eppendorf estéril de 200 pl se preparó la siguiente mezcla: 
Esta mezcla se incubó a 72 ^C por 10 minutos, posteriormente se mantuvo en 
HIELO por 5 minutos, y ae preparó la siguiente mezcla maestra: 
ARN total 3pl 
H2O miliQ DEPC 6pl(5) 
Buffer 5X 4 pl 
DTT 2pl 
dNTPs 10 mM 2 
Random Primara 1pl 
ARNs inhibidor 1 ¡ú 
ARN / HjO miliQ DEPC 9 jil (8)# 
VOLUMEN TOTAL 19pl(18)# 
Do la mazcia maestra antes mencionada aa tomaron 10 §sl para cada 
muestra y se le añadió a cada tubo 1 pldelaenzimaSuperescripto2|4l*dela 
enzima MMLV. Posteriormente se incubó a temperatura ambiente por 10 
minutos. Transcurrido este tiempo, los tubos con las mezclas de reacción se 
colocaron en el termoddador para que se llevara a cabo el programa de 
amplificación de la hebra complementaria del ARN del VHC, que consistía en 
incubar la muestra a 37 ^C por una hora y posteriormente a 95 % por cinco 
minutos. (Tabla II) 
«•»-•-»— • rw.,, , -mi, - , iiiimHM¿A.| •Iiltr •lililí — Ia BT rw^» 
I mm • programa oa aipnicnoii apacaoo an a RT* REN puy m 
ctaliwmiiiarifri ruaWtaltra VJnit ri» la Hwpa^t O 
TEMPERATURA TIEMPO 
1. 37°C 1 hora 
2. 95 °C 5 min 
El cADN obtenido se conserva a - 2 0 °C 
Una vez obtenido el producto amplificado del cADN del ARN del VHC, se 
procedió a la identificación del VHC mediante el uso de una PCR que 
amplificara un segmento especifico y altamente conservado del genoma viral. 
Para asta reacción ae usaron oligonucieoMoe77 que ya han sido validadoe y 
que son empleados rutinariamente en el Laboratorio de krfcctoJogfa 
Molecular/Diagnóstico Molecular Sección Infectoiogía, siendo los que se 
señalan a continuación (Tabla III): 
Tabla 0 Infamación ganara! da loa Priman anptaatos an la primara ampiflcadón para la 
lilniilfU aiIfin rirtlaMua (W 'iil IT 
Primers usados en la primera PCR para la ident i f icación cual i tat iva del VHC 
Primer S e c u e n c i a 5 - 3 ' Local ización T a m a ñ o 
p b 
Gen R e f e r e n c i a 
UHCV1 CTGTGAGGAACTACTGTCTTC -297 a -277 223 VHC Yamacia M DigDisSci 1994;2:234-239 
DHCV2 CAACACTACTCGGCTAGCAGT -96 a -76 223 VHC Yamada M DigDisSci 1994;2:234-239. 
La mezcla maestra para esta Reacción en Cadena de la Potimerasa fbé: 
Buffer 10X 5pl 
Oligo HCV1-U10 pM 2pl 
Ofígo HCV2-D10 pM 2pl 
dNTPs 10 mM 2pl 
MgCb 25 mM 1.5 pl 
TaqDNA polimerasa 5U/pl 0.5 pl 
HaOmlliQ 35 pl 
ADNc 2pl 
VOLUMEN TOTAL 50 pl 
e 
Y I n condicione« de amplificación para esta Reacción en Cadena de la 
Polimerasa son las que se señalan en la Tabla IV. 
<**-•-»— i*» - - - — - - -» « ___ • • m n • - • 
n o n iv Hognra os smpwicaBon p w • cwtniwieaon c u — N S O M 
VkuidiliHipritti . 
Los pasos del 2 al 4 se repitieron por 35 ciclos 
El producto de amplificación que se obtuvo fue de 223 pb 
Con el fin de aumentar la sensibilidad y especificidad en la detección del 
VHC, se llevó a cabo una PCR ANIDADA, utilizando la mezcla maestra que aa 






Buffer 10X 5 >d 
CHigo HCV3-U10 |iM 2pl 
Oligo HCV4-D10 |iM 
dNTPs 10 mM 
2|il 
2 ni 
MgCb 25 mM 1.5 pi 
TaqDNA polimerasa 5U/jil 0^5 pi 
HTO mílíQ 3625 pl 
Producto amplificado de la primera PCR 1 pl 
VOLUMEN TOTAL 50 pl 
Loe oligonucleotidos77 empleadoa como cebadores en esta PCR ANIDADA 
también ya han sido validados y son empleadoa rutinariamente en el 
Laboratorio de Intectotogla Molecular/Diagnóstico Molecular Sección 
Infsctologfa, siendo los que se señalan a continuación (Tabla V): 
Tibia V Iftlojivwián general da loa Primáis amploadoean la segunda aiwpBficaciów pera la 
Mortificación cualitativa del VHC. 
Primers usados en la PCR ANIDADA para la ident i f icación cuali tat iva del HCV || 
Primer S e c u e n c i a 5 - 3 ' Local ización 
T a m a ñ o 
p b 







-276 a -255 
-102 a -84 
1 9 4 
1 9 4 
HCV 
HCV 
Y a m a d a M. 
D i g D i s S c i 
1 9 9 4 ; 2 : 2 3 4 
- 2 3 9 . 
Y a m a d a M. 
D i g D i s S c i . 
1 9 9 4 : 2 : 2 3 4 
- 2 3 9 . 
Y las condiciones del programa del termociclador para realizar esta segunda 
amplificación son las que se señalan en la Tabla VI. 
Tabla VI Programa da ampMIcación apfcado en la PCR AMQAO* para ls 
dmiirnÉiuciún i i^HalIna iWfbie da l i I lüjiallüa C 
TEMPERATURA TIEMPO | 
1. 94 °C 5 min 
2. 94 °C 1 min 
3. 58 °C 1 min 
4. 72 °C 1 min 
5. 72 °C 10 min 
Los pasos del 2 al 4 se repitieron por 35 ciclos 
El producto de amplificación esperado es de 194 pb 
4.&&2 Añádala da Poümorfiemoe da loa Ganas qua Codifican para al 
Corrtcaptor CCRS y la Apollpoprotoina E. 
Para al análisis da polimorfismos da los receptoras CCR5 y 
genotipos de Apo E, se extrajo AON gendmico a partir de loa leucocitos de la 
sangre periférica que se lomó de los sujetos incluidos en el estudio (10 mi). 
Posteriormente se amplificaron las secuencias especificas de ADN que 
codifican para estas proteínas mediante PCR, utilizando iniciadores específicos. 
Para la determinación de loa polimorfismos del gen que codifica para la 
Apolipoproteína E se realizó el análisis de fragmentos poümórficos con enzimas 
de restricción (RFLPs), en donde se usó la enzima Htm L 
Con el fin de realizar el proceso antes descrito se siguiiifon las técnicas que a 
continuación se describen: 
• 
4.8.3.2.1 Extracción da ADN Qsnómico por la técnict da TSHT 
Da laa muestras da sangra periférica se hizo la separación del paquete 
leucocitario, a partir del cual se realizó la extracción de ADN genómico 
medíanle el siguiente protocolo:7* 
En un tubo eppendorf de 2 mi se colocan 500 pl de paquete globular 
leucocitario y se le anadiaron 200 pl da buffar de Ksis TSNT (Tritón 100X 2%, 
SDS 1%, NaC1100 mM, Tris-Ha pH 8.010 mM) y se mezclaron por inversión 
por unos segundos para lograr una Usis total. 
Posteriormente, a este Usado se le aftadieron 500 pl de fenol pH 8.0 y se 
mezcló ligeramente. Esta mezcla se colocó en hielo por 3 minutos. 
Transcurrido este tiempo fueron aftadidoe 100 pl de solución sevag 
[dorofórmoialcohol isoamflico (49:1)] y aa mezcló por 5 minutoe en bortex. 
Luego se le anadió 100 pl de TE 1X, ta mezcló y se dejó reposer en hielo por 3 
minutos. 
Se procedió a centrifugar esta mezcla a 10,000 rpm por 8 minutos. Una vez 
separadas las fracciones, la fase acuosa se paso a otro tubo y sa le añadieron 
2.5 partes de etanol 100%, además, sala adicionó 100 pl de acetato da sodio y 
sa dejó reposar por 3 minutos en hielo. 
Después de aste tiempo se centrifugó a 14,000 rpm por 15 minutos. Se 
separaron las fases por decantación y te pastUte que se formó ee dejo secar al 
aire (no mas de 2 horas). 
® 5 2 
Finalmente esta pastilla füs resuspendida en agua müQ estéril (50 pl). 
Laa muestras de ADN obtenidss por este procedimiento fueron conservadas a -
20 "C. 
El ADN obtenido lúe cuantificado por espectrofotometrla, determinando ta 
absorbencia a 260 nm y a 280 nm. La pureza del ADN fue avaluada con ta 
relación entre el valor da ta abeorbancia a 260 nm y a 280 nm, considerándoee 
una pureza adecuada cuando ésta relación fuese mayor a 1.75. Dado que un 
valor de absorbancia da 1 densidad óptica (DO) corresponde a 50 pg/ml da 
AND genómico, se calculó ta concentración en cada muestra según ta siguiente 
fórmula:73 
Concentración da ADN • (Absorbancia a 260 nm) (50) (dH) 
Reacción en Cadena de la PoHmerass (PCR) 
Es una técnica que permite amplificar rápidamente in viro un fragmento 
especifico de ADN, consiguiendo millones de copias del segmento de interés. 
Fundamento: 
Esta técnica analítica resulta de ta aplicación de las etapas da 
desnaturalización, alineamiento y extensión da forma cíclica, empleando loa 
siguientes elementos para ta amplificación del ADN: dNTPs, oNgonuctoótidos 
comptementark* a la secuencia blanco especifica, y TaqDNA poümerasa. Laa 
regiones amplificadas varían entra 130 y 1,000 pb da longitud.79 
Oligonudeótidos utilizados. 
Los oligonucJeótidoe que utilizamos para la amplificación de loa genes que 
codifican para el correceptor CCR554 y para te Apolipoproteína En f ya están 
validados y son empleados en el Laboratorio de Infectología Molecular/ 
Diagnóstico Molecular Sección Insectología, siendo loa que se seftalan a 
continuación (Tabla VII): 
Tsbl® V I C^wdsrfstfcsB princlpdto® ds los oNgonudéotidot ^ w p^lsttdos Ib dBÉSfwiifittciófi 
cto los poNmorfismot cM gon qui uullkA p n O C R S y i l QHI QUI oodWci p n ta 
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Para la amplificación del gen que codifica para la Apolipoproteína E fue 
empleada la siguiente mezcla maestra: 
Buffer 1QX 5M> 
Olìgo UApoE 10 pM 2.5 |il 
Ofigo DApoE 10 pM 2.5 pi 
dNTPs 10 mM 1 pi 
MgCfe25mM 3 pi 
Tritón 2 % 2.5 pi 
DMS0100% 2.5 pi 
TaqDNA poümerasa 5U/pl 0.5 pi 
H2O milìQ 28.5 pi 
ADN 2 pi 
VOLUMEN TOTAL 50 pi 
Y tes condiciones para ta amplificación que füeron usadas an al 
feimocicSador son las que se seAalan en la Tabla VIII. 
Tabla VM Progranw pam la snpWlGKián (M gui qus «uJfké pan la 
ApoMpoproteinsE. 
TEMPERATURA TIEMPO 
1 95 °C 3 min 
2. 95 °C 20 seg 
3. 60 °C 30 seg 
4. 72 °C 20 seg 
5. 72 °C 5 min 
Los pasos del 2 al 4 se repitieron por 40 ciclos 
El producto de amplificación aeparado fue de 227 pb. 
Con respecto a la ampfificación del gen que codifica para el correceptor 
CCR5, fue utilizada una mezcla maaatra cuyos componentes son los siguientes: 
Buffer 10X 5pl 
digo UCCR510 pM M 
Oligo DCCR510 pM 1 Mi 
DNTPs 10 mM M 
MgCI225mM 3 ni 
TaqDNA pofenerasa 5U/pl 0.25 pl 
HaOmHiQ 36.75 pl 
ADN 2pl 
VOLUMEN TOTAL 50 pl 
Y las condiciones programadaa en al termociclador para una apropiada 
amplificación del gen que codifica para al corraoeptor CCR5 son las que se 
indican en la Tabla IX. 
El producto de amplificación que obtuvimos fue de 189 pb para al wipetape 
(WT) y de 157 pb para la deleción A32. 
CAPITULO V 
RESULTADOS 
En este estudio partxáparón 62 pacientes VIH-1 positivo, 13 pacientes VHC 
positivos y 62 sujetos sanos, los sujetos sanos presentaron seroiogfa negativa 
para ei V1H-1, para ai VHC y para el VHB, y se Íes realizó una evaluación clínica 
mediante la cual se determinó que tenían buen estado de salud. 
A todos ellos se les tomó muestra de sangra periférica a partir da la cual se 
realizaron los estudios. Los sujetos sanos que participaron se eligieron con 
características de sexo, edad, lugar de origen y lugar de residencia, que 
permitieran quedaran pareados con ios pacientes VIH-1 positivo. 
Tabla X Número da aujetasqusiniaflran cada grupo da aatmia 
GRUPO DE NÚM. DE 
ESTUDIO SUJETOS 
(n) 
VIH-1 - /VHC 62 
VIH-1 /VHC 62 
VIH-1 1 VHC 8 
VIH-1 - /VHC 13 
5.2 Característica« demográficas y clínicas de los sujetos 
incluidos en el estudio 
El grupo de pacientes en estudio (VIH-1 •) y el grupo control de suatos 
sanos presentaron una relación de género mascutínorfemenino de 11:1 (Figura 
11.); la edad promedio (desviación estandar) del primer grupo fue de 34 (9.29) 
años con un rango de variación de 18 a 55 atoa, mientras que el grupo control 
presento un promedio (desviación estandar) de 32 (8.92) afloe con un rango de 
18 s 55 altos. 
Con respecto al grupo de sujetos coinfectados, todos ellos fueron del sexo 
masculino y presentaron una edad promedio (desviación estandar) de 37.5 
(13.54) años y un margen de variación que va de 23 a 55 años; mientras que en 
el grupo control de personas con monoinfécción por VHC la edad promedio 
(desviación estandar) fue de 42 (7.73) arios y un rango de variación de 32 a 54 
artos, presentando una relación mascuKnorfomenino de 1:1.6 (Tabla XI). 
Tabla XI Caracterfitlca» da aaxo y edad da loa aijatoa que integran 







VIH-1 - /VHC 
VIH-1 + / V H C 
VIH-1 ^ / VHC 
VIH-1 /VHC 
5 7 / 5 
5 7 / 5 
6 / 0 
5 / 8 
32(18-55) 
DS 8 92 
34(18-55) 
DS 9 29 






• MASCULINO B FEMENINO 
Retedéa M/V 11:1 
Flgumll. DWrtoudón porcentual da loa pactantes VIH-1 • segúnd 
El 79 % de los pacientes V1H-1 + tienen una edad menor de 40 atoe (Figura 
12.). El 78 % de esta grupo es originario del Noreste de México y el 84% reside 
en Monterrey y su área metropolitana (Figuras 13. y 14.). 
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Figura 12. DMribucMn poronhH da k» pKtontM VIH-1 • wgún la 
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Figura 13. Distribución porcentual da loa paciente» VIH-1 • según au 
lugar (te origen. 
El 87 % del grupo de casos (VIH-1 +) tiene una escolaridad mayor a la 
primaria; el 69 % es soltero y el 60 % se encuentra desempleado (Figuras 15., 
18.» y 17.). 
5% 
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• M p o s N L. 
• T a m p s . 
• C o a h . 
Figura 14. Distribución porcentual da loa paclentei VW-1 • aagún 
su 
El comportamiento dal grupo de sujetos coinfectado« VIH-1 +/VHC+ con 
respeto a las variables descritas previamente, no presentan una diferencia 
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Figura 18. Distribución porcentual dB los pacientas VI KU • según 









Figurais. Distribución ponasntusl da loa pacientes V1H-1+ aagún 






Figura 17. Distribución porcentual de los paclsnlss VfH-1» según tu 
ocuptctóft 
5.3 FACTORES DE RIESGO 
La orientación sexual del 42 % de los casos es homosexual; un 49 % es 
heterosexual y el 9 % es bisexual (Figura 18.). 
Figura 1S. Distribución porcentual da loa páctenlos VW-1 + según 
su qrtff^^n sswia! 
4% 
60% 
Figura 19. Distribución porcentual de los pacientes V1H-1 • «egún 
el número de p w j i i muele» que hm tenido. 
Un 43 % de los sujetos VIH-1 * refieren haber tenido otra enfermedad da 
transmisión sexual y el 86 % de ellos ha tenido más de una pareja (Figuras 19. 
y 20). 
Figura 28. Distribución portar*!«! de lo» pacienta» VIH-1 + «egún otra» 
üierinedadei d» fruntoión sexusi que hsn padecido. 
Tampoco sa encontró diferencia importante en loa valoree de 
alaninamínotransferasa (ALT) y aspartatoaminotransferasa (AST) entra loa 
casos y los controles. Sin embargo, loa valorea da la 
gamaglutamintranspeptidasa (TGQ) y da la fosfatase alcalina de los casos 
fueron ligeramente más elevados que el de loe controles, pero no presentaron 
una diferencia estadísticamente significativa. 
Tabte XH PwfciwUusbioqutnrtcosy vlrotigto 
P a r á m e t r o s 
B i o q u í m i c o s 
V I H - 1 -
V H C -
( G p o I) 
VIH-1 + / V H C -
( G p o II) 
VIH-1 + / V H C • 










DS 94 46 
81 (23-147) 
DS 45.06 
• o o 55 
(10-100) 
31206(16-1957) 
DS 544 81 
345(104-693) 
DS 306 73 
¡Fostatasa (Ul/L) 
Fosfatasa alcalina 55 
(0-110) 
237 54 (9-276) 
DS380 81 
246 6(71-480) 
DS 210 63 
Estado de VIH-1 
CD4 cuenta/itl 
Carga Viral copias/ml 
500 -1500 
0 
14-4 1 / (9-528) DS 148 62 





DS 240.241 68 
0 
5.4 identificación Cualitativa del Genoma del VHC en un 
Grupo da S^etoe Infectados con VIH-1. 
A partir del cADN sintetizado a partir del ARN extraído de la muestra de 
plasma de cada pactarte VIH-1 + se realizó la identificación del genome del 
VHC, utilizando, como se señalo previamente, PCR anidado y eiectroforesis en 
gel de agarosa al 2 % para evaluar los productos amplificados. A continuación 
se muestra una fotografía con los productos amplificados de cADN-VHC de 221 
y 193 pb (Figura 23.). 
P M = M a r c a d o r de 
peso Molecular 
1 = Muestra 1 
2 » Muestra 2 
3 = Muestra 3 
4 - Muestra 4 
C + = Control 
Positivo 
B c o = B l a n c o 
7 = Muestra 1 
8 = Muestra 2 
9 = Muestra 3 
10 = Muestra 4 
B c o = B l a n c o 
C L . É I M r-l.iiliiiif lili i l I m I ||| * - t» i i n • ......... •• •  j - . m 
riguraz*. c i e c j r o r o r B i S S Q B pfuouoos ANPBMIIIUQ para W MBHHK I B I I CUMBIIIYA os V R M . 
Como se pueda apreciar en al áiaa da loa produdoe ampüficadoede la 1 RCP 
las muestras 1,2 y 3 presentan bandas que oorresponden a segmentos da 221 
pb, lo qua Índice la presencia del VHC* En al área que corresponde a los 
producto»ida amplificación da la 2 RCP, pueda obssrvaraassgmsnlos da 193 pb 
qua corresponden a la pretenda del VHC, esfcos segmentos están rnsjor 
definidos qua los prfaiwos. gsnsfando oon alo mayor sawtoMdsdy aepaciflcidBJ 
Mit dsl VHC, 
m 
De los 62 sujetos VIH-1 • que participaron en el estudio, encontramos que 
ocho de ellos estaban infectados con al VHC. Establecimos la presencia del 
VHC tanto por la determinación de anticuerpos como mediante la detección 
cualitativa del ARN viral (Figura 24.). 
Todos los sujetos coinfectados con VIH-1/VHC que fueron detectados en 
nuestro estudio fueron del sexo masculino. Este grupo presento una edad 
promedio de 36.4 sAos, con un rango de 23 a 55 atas. 
Finura 24. Distribución ooroenlusl dt nnrlorios con monoinfBcdán oor VTB-1 v 
periantos coinfsctados con VIH-1/VHC. 
los tactores de riesgo que se presentaron más frecuentemente en nuestro 
gmpo de sujetos coinfectados fueron: alta promiscuidad (75 %), alcoholismo (75 
%), homosexualidad (62.5 %) y uso de drogas intravenosas (50 %). (Tabla XIII) 
TrthXm Factor« dcrieaeo de ptcfamcdríbctadoiVIH-l +/VHC+. 
PACIENTE 
r n i M C C P T A n n 
FACTORES DE RIESGO 












1 WSBBBÊ SI NO NO NO 2 HETEROSEXUAL SI NO NO NO NO 
3 HOMOSEXUAL S / D NO SI hlO NO 
4 HETEROSEXUAL SI CI NO Si NO 
5 HOMOSEXUAL SI OI SI OI NO 
6 HOMOSEXUAL S / D NO NO SI NO 
7 HOMOSEXUAL SI SI NO SI NO 
8 HETEROSEXUAL SI SI NO SI NO 
Total HOMOSEXUAL 62.5 % 75% 50% 25% 75% 0% 
5.5 Identificación de los Polimorfismos de loe Gents que Codifican 
pava al Coriacaptor CCR5 y la Apoiipoprotaina E an INI Gnipo 
do Sqjetoe Infectado* y Coénfectadoe con VH4-1 y VHC 
5.5.1 ADN Genómico Extraído a Partir da laaMuaatraa da 
Sangra Periférica 
A partir del paquete de leucocitos obtenido de las muestras de sangre 
periférica de los sujetos que integraron los diferentes grupos de estudio se 
extrajo el AON genómico, el cual fue evaluado por espectrometría y por 
etectroforesis. En la siguiente figura (Figura 25.) se muestra un gel de agarosa 
al 1 % con algunas de las muestras de AON genómico que füeron extraídas da 
los pacientes VIH-1 en donde se puede apreciar que el AON se encontraba 
en buenas condiciones para ser empleado en la ampliación de los genes que 
codifican para ai correceptor CCR5 y para la apoHpoproteína E 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
t a i 
Figure 25. E N S A Y O : Bactiofore* d» DNA d» 1» muatfra» pravorteSn * 
PKMMVIH-1 positivos con oódfros dsl 001 al 012, uMfaando las 
dKsiaiass ftaccláoas ofalsnidas an al anaayo da extracción. 
5.5JZ Ganotipiflcación de loo Polimorfismos do los Ganos qus Codifican 
para al Corrscsptor CCR5. 
Una vaz que confirmamos que el ADN genómico que sxtrsfmos de lea 
muestras de cada uno de las personas que integraron el grupo de sujetos V1H-1 
- / VHC el grupo de pacientes VIH-1 +, el grupo de pacientes VIH-1 •/VHC 
+ y el grupo de sujetos VHC +, sra de buena calidad y pureza, ae amplifico 
mediante el uso de la Reacción en Cadena de la PoHmarasa (RCP) el gen que 
codifica para el coneceptor CCR5, que an el ceso de tratarse del gen nativo o 
wipe tape (WT) (CCR5/CCR5) se obtuvo un fragmento de 188 pb y, en el caso 
de presentarse la deleción CCR5-A32 al tamaño del fragmento amplificado era 
de 157 pb (Figura 26.). 
PM 1 2 3 B C O 
Figura 26« Electroforaeis da productos da amplificación del gan qua codflca 
para ai ootaoepfeor CCR5. En la figure FM m Mirodor de Pao 
molecular, 1 - M U A T N 1 , 2 - M U « T R A 2 , 3 - M W * T I 3 , » C O - B 4 É B O Q 
Los resultados que obtuvimos en Is determinación de ios genotipos de CCR5 en 
la población de estudio fiievon los siguientes: el 100 % del grupo de sujetos que 
integraron el grupo de pacientas VIH-1 • y el 100 % de los integrarlas del grupo 
de (»infectados V1H-1+/VHC + presentaron el genotipo CCR5 nativo; mientras 
que la deleción CCR5-A32 se encontró en el 3.2% de los controles sanos y en 

















WH-/VHC- VH4+/VHC- VSM-/VHC+ MH4+/VHC* 
• CCR5 +/+ B CCR5 +/A32 • CCR5 A32/A32 
Figura 27. Frecuencia ds genoüpoe do OCR9 M d 
grupo de BStudtoyyupoi oortral. 
5.5.3 GenotipMcación de loe Polimorfismos d i los Qenee que Codifican 
para la Apolipopnrtafna E 
El ADN ganómico da cada caso y da cada control sa obtuvo a partir da 
leucocitos aislados de sangre periférica utilizando el procedimiento que 
previamente se ha indicado. Se evaluó la calidad y pureza de cada muestra de 
ADN genómico obtenido de los sujetos que integraron toda nuestra población 
en estudio, y posteriormente se amplifico el gen que codifica para la 
Apolipoprotetna E mediante el empleo de la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR). De esta amplificación obtuvimos un producto amplificado de 
227 pb (Figura 28.). 
Figura 28. EtectrafonMis (te producios ds amplificación dsi gsn pus codHtca pura te 
Apoüpoprotef na E. En te figura: PM « Marcador ds Paso Molecular, 1» 
Muastra 1,2 • Blanco, 3 • Muestra 2.4 « Musstra \ 5 • MueotnM 
6.5.3.1 Detección da los Polimorfismos del Gen que Codifica para la 
Apolipoprotatna E 
Los productos que obtuvimos de ís amplificación del gen que codifica para la 
Apotipoproteína E, fueron digeridos durante 3 horas a 37 % con la enzima de 
restricción Htm I. Posteriormente los productos de digestión se sometieron a 
electrofóresis en gel de agarosa al 3 % con el fin de poder identificar cada uno 
de los polimorfismos que presenta este gen (Figura 29.). 
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
| I 
m__ - #M% Ft tu " • i» ** •• • -»- • * • - niiiniia i,n. -« « 
riQui 4». LNUiuomi o> • ogosmn ov [WHIMUI OÍ •i|imunon OH gen 
qus oodffica pera ta ApoNpopraMni E. En l i flgurac PM • Mitidor di 
Peeo Molecular, 1 • Muestra 1,2 • Muestra 2, 3 • Muestra 3, 4 • 
Muestra 4,5 • Muaatra 6,6 « Muestra 6,7 • Mueatra 7,8 - Muestra * 
9-Muestras 
La digestión de los productos amplificados del gen que codifica para Apo E 
con la enzima de restricción Hh* ( genera un patrón de bandas de diferentes 
tamaños, que integran el mapa de restricción de los tres principales aielos E2, 
E3 y E4 del gen que codifica para la Apolípoprotefna E Este mapa de 
restricción se muestra a continuación (Tabla XIV): 
Tabla XIV Tamaño da loa fragmantoa da MaModtift oon anzima HFw I 
amparados da la d^ootión tfeJ producto Mistificado dri pat da ^ p^o E 
ALELO 
TAMAÑO DE LOS FRAGMENTOS 
ESPERADOS 





16 , 18 , 2 1 , 8 1 , 9 1 
1 6 , 18 , 2 1 , 3 3 , 4 8 , 9 1 
16 , 18 , 1 9 , 2 1 , 3 3 , 4 8 , 7 2 
En las tablas XV y XVI ss prasantan las frecuencias, absolutas y relativas, 
para cada uno de los genotipos del gen de la Apo E en el grupo de casos y en 
los controles. 
Como se puede observar en la tabla siguiente (Tabla XV) el alelo más 
frecuente encontrado en cada grupo que se integró para nuestro estudio es: el 
alelo E4 ae encuentra en si 84 % de los sujetos que integran el grupo de 
estudio VIH-1 +/VHC el alelo E4 se encuentra sn el 75 % de los pacientes 
coinfectados por VIH-1 +/VHC el alelo más frecuenta en loa sujstos con 
monoimfección por VHC es el E3 (92.23 %); y el sleto más frecuente en el 
grupo da ios sujetos que integran el grupo control sin ninguna infección as si E3 
(87.09 %). 
T I M I X V F W U H K Í I de genoüpoe del gen Que oodfflus pera ls apoNpoproMns 6 
En todos los grupos de estudio, el genotipo que presento mayor frecuencia 
es al E3/E4. En el grupo de caaos (VIH-1 +/VHC -) al genotipo E2/E4 (25 %) 
marco la diferencia con respecto al grupo control; en el caso de los sujetos 
coinfectados, los genotipos E2/E4 (25 %) y E4/E4 (25 %) establecieron los 
e 
elementos característicos, mientras queen las personas con monoinfección por 
VHC el genotipo E3/E3 sertalo la diferencia de grupo. 
Tafcfti XVL frecuencia depootípoidd EN queOODIfice pira IB ApobpopnfeáttEad (rapodi 
eatudio y grapo* contrai 
F r e c u e n c i a (%) 
G E N O T I P O VIH-1 /VHC VIH-1 +/VHC VIH-1 /VHC+ VIH-1 + / V H C + 
n = 62 n = 62 n = 13 n = 8 
E 2 / E 2 2 2 0 0 
E 2 / E 3 11 5 0 12.5 
E 2 / E 4 10 2 5 8 2 5 
E 3 / E 3 6 9 2 3 12.5 
E 3 / E 4 69 4 8 69 2 5 
E 4 / E 4 2 11 0 2 5 
Total 100 100 100 100 
5.6 Correlación de loe Hallazgos Molecuiaree con la Presencia 
de la Coinfección en Relación al Grupo de Su|etoe Infectados 
Ùnicamente con VIH-1, al Qmpo Infectado con VHC o con el 
Grupo de Sujetos que no eetán Infectadoe con Ninguno 
de loa doe Virus. 
5.6.1 Asociación de CCR5 e Infección por VIH-1 y/o VHC 
Todos los sujetos VIH-1 positivos presentaron el genotipo CCR5 +/+. Al 
realizare! análisis ds asociación entre la infección por VHM y loa genotipos dsl 
correceptor CCR5, se estableció la susceptibilidad de el genotipo CCR5 H+ a 
esta infección (p < 0.05); sin embargo no se pudo obtener una correlación con 
la resistencia a la infección. 
WHWWS- W M » n M > WMWWO» 
• CCR5 • / • • C C R 5 +/ A32 • CCR5 A32/A32 
VHM: X>-4JS Orados dsNbsrtsd - 1 p<0.0» 
VHC: X>»448 Orados* IsMbertad - 1 p<0JS 
Figura 30. Asociación ds los p^Unuifisinus (M gen cM oonvctplor GQS M ^ M M ^ M ^ B 
con ta presencia de infección por al VIH-1 y fo por VHC. 
Todos los sujetos VIH-1 positivos presentaron al genotipo CCR5 +/+. Al 
realizar el análisis de asociación entra la Infección por VHM y los genotipos del 
correceptor CCR5t se estableció la auaceptibUidad de el genotipo CCR5 +/+ a 
esta infección (p < 0.05); sin embargo no se pudo obtener una correlación con 
ta resistencia a la infección. 
Se encontró una asociación estadísticamente significativa entra la mutación 
á 32 de CCR5 y la infección por VHC (p < 0.02). En este caso, también como 
un elemento que da susceptfrilidad a la infección, y no se logro establecer una 
asociación entre alguno de lo« genotipos de CCR5 y la resistencia a ta infección 
porVHC. 
No se encontró ninguna asociación entre el marcador molecular CCR5 y la 
susceptibilidad a la adquisición de la coinfección por VIH-1/VHC. 
5.6.2 Asociación de ApoEe Infección por VW-1 y/o VHC 
Para estimar la asociación entre los genotipos de la Apo E y al riesgo de 
adquirir la infección por V1H-1 se calculo la odds raüo (OR) de exposición de 
los casos en comparación con la de exposición de los controles para cada 
genotipo. En la tabla XVII se observa que los portadores del genotipo E4/E4 
(OR orna * 6.05) presentan un mayor riesgo, seguidos por los que tienen el 
genotipo E2/E4 (OR ou* * 3), de adquirir la infección por VIH-1 que el que 
tienen los sujetos portadores de los otros genotipos. 
Tabla XVI Fiscusncis da genotipos iM gon que codifica para la Apoflpoprolsine E 
en sí grupo ds VIH-1+ y el grupo control 
F r e c u e n c i a (%) 
G E N O T I P O 
VIH-1 + Casos VIH-1 -Controles 
O R IC P 
E 2 / E 2 1 (2 %) 1(2%) 
E 2 / E 3 4 ( 5 % ) 7(11%) 
E 2 / E 4 16 (25 %) 6 (10 %) 3 9 5 % < 0 . 0 1 
E 3 / E 3 5(9%) 4 (6%) 
E 3 / E 4 28 (48 %) 43 (69 %) 0 .41 9 5 % < 0 . 0 1 
E 4 / E 4 8(11%) 1(2%) 6 . 0 5 9 5 % < 0 . 0 5 
n 62 62 
En el caso de la relación de los genotipos de Apo E con la adquisición de la 
infección por VHC, el genotipo que manifestó una mayor asociación fea el 
@ « 
E2/E4 (OR oud» • 3.38), estableciendo que axfsis una probabilidad tras vocea 
mayor de adquirfr fe infección por VHC cuando ae liana aala genotipo, que al ae 
tiene cualquier otro genotipo de Apo E. (Tabla XVIII) 






VHC + Casos VHC -Controles 
OR IC P 
E2 /E2 0 0 
E 2 / E 3 4.7 9.5 
E 2 / E 4 14.3 4.7 3.38 95% 0.04 
E 3 / E 3 19 9.5 
E3 /E4 52.5 76.3 0.34 95% < 0.01 
E 4 / E 4 9.5 0 
n 21 21 
Loa genotipos de Apo E no presetaron una asociación con la adquisición de 
la coinfección por VIH-1/VHC. (Tabla XIX) 
TaMaXDC FracusndaclagBnottpoa <M gtnquauudMcapaislaApolpopfolBlna 
E anal grupo da «Jetas VIH-1 +/VHC* y al grupo control 
Frecuencia (%) 
GENOTIPO 
VIH-1 +/ VHC + 
Casos 
VIH-1 - / V H C -
Controles 
OR IC P 
E2 /E2 0 0 
E2 /E3 12.5 12.5 
E 2 / E 4 25 0 
E 3 / E 3 12.5 25 0.42 95% < 0.05 
E 3 / E 4 25 62.5 0.33 95% 0.01 
E 4 / E 4 25 0 
n 8 8 
t2 
9 
6,7 Correlación Estadística antre las Variables Dependientee 
a Independientes en el Contexto de loe Düsfanftsa 
Grupos de Onjotoi. 
Aunque no nos fue posible establecer una correlación estadística entre loa 
factores de riesgo y la presencia de infección por V1H-1, por VHC o en sujetos 
coinfectados por VIH-1/VHC, se puede seflaiar que solo un 2 % de los sujetos 
VIH-1 • refiere haber sufrido accidentes punzo cortantes; el 18 % ha recibido 









VIH-1 + / VHC • f <%) 
SEXUAL 
Número de parejas 
sexuales: 
0 - 1 
2 - 4 
5 - 6 
> 6 
n = 41 
6(15%) 
14 (34 %) 
1(2%) 
20(49 %) 
n = 6 
0 (0 %) 
3(50 %) 







n = 55 
23 (42 %) 
27(49 %) 
5 (9 %) 
n = 8 
5 (62.5 %) 
3 (37.5 %) 






n = 56 
1(2%) 
55 (98 %) 
n = 8 
0 ( 0 %) 






n = 57 
5(9%) 
52 (91 %) 
n = 8 
4(50 %) 





n = 57 
10 (18 %) 
47 (82 %) 
n = 8 
2 (25 %) 







n = 55 
12 (22 %) 
6 (10 %) 
35 (64 %) 
2(4%) 
n = 7 
1 (14.3 %) 
0 ( 0 % ) 
5 (71.4 %) 
1 (14.3 %) 
terapia transfusión»! y al 68 % manifiesta una ingesta de alcohol de moderada a 
intensa sn si pasado; y que en el OÍUDO do flMJÍO^O® OOÍnfSCtMÍOS lo® (KlOfSS CÍO 
riesgo más frecuentes, como se señalo previamente, son: Is alta promiscuidad, 
el alcoholismo, Is homosexualidad y el ueode drogas Intravenosas. (Tabla XX) 
La homosexualidad y la promiscuidad füeron los factoree da riesgo que 
presentaron una ODDS mayor en al grupo de sujstos VIH-1 por lo qus 
proporcionaimente son los elementos que con más probabilidad puedan 
participar en la adquisición de la infección por este agente viral en nuestra 
población en estudio. (Tabla XXI) 
T a b l a X X I C a n c t o i f a U c M g e n a r a t o t y f a c t o r e s d s rttQo p a r a l a j d q u l d c l ú n 




n = 6 2 
VIH-1 - / VHC -
CONTROLES 
n = 6 2 
ODDS 
3 4 ± 9 . 2 3 2 i 8 . 9 
( 1 8 - 5 5 ) ( 1 8 - 5 5 ) 
5 7 / 5 5 7 / 5 
2 7 ( 4 3 . 5 % ) 0 ( 0 % ) 0 . 7 5 4 4 < 0 . 0 1 
3 5 ( 5 6 . 4 % ) 0 ( 0 % ) 0 . 5 3 8 5 < 0 . 0 1 
5 ( 8 . 0 % ) 0 ( 0 % ) 
1 0 ( 1 6 . 1 % ) 0 ( 0 % ) 0 . 1 9 0 5 < 0 . 0 1 
En el caso del grupo de coinfectados VIH-1 +/VHC el factor que presento 
un valor de ODDS más elevado fue la homosexualidad (ODDS 1.63). El uso de 
togas IV presento una ODDS de 1 y la transfusión sanguínea de 0.33. (Tabla 
XXII) 
Talla XXR CaractertaUca> oentratoa y tactores da rtoaoo cara la atliiiicifin da 
infaod0nporVlH-1anpacianlaaooMactadoaV!H-1 •/VHC-*, 
CARACTERISTICAS 
VIH-1 +/VHC + 
CASOS 
n = 8 
VIH-1 -/VHC -
CONTROLES 
n = 8 
ODDS o r 
Edad 36.4±11.7 35.3 ± 12.6 
Rango (23 - 55) (21-55) 
Sexo (m/f) 8 / 0 8 / 0 
Homosexualidad 5(62.5%) 0 (0%) 1.63 <0.01 
Promiscuidad 8 (100 %) 0(0 %) 
Uso de drogas IV 4 (50 %) 0 (0 %) 1 <0.01 
Transfusión sanguínea 2(25%) 0 (0 %) 0.33 <0.01 
Accidentes punzo cortantes 0 (0 %) 0 (0 %) 
5.8 Análisis de Hardy-Weinbeffg 
Al realizar el análisis de equilibrio de Hardy-Weinberg al grupo control ae 
encontró que la población era homogénea debido a que el valor de p no fué 
significativo, siendo de 0.1048. 
CAPITULO VI 
CONCLUSIONES 
1. En los sujeto« V1H-1 positivo que conformaron nuestro grupo de estudio 
se encontró una relación de género M:F de 11:1. 
2. La frecuencia de la coinfección con el VHC presente en los sujetos VIH-1 
positivos fue del 12.9%. 
3. Respectos ^Bcloros ftosQO no S0 encontró unt tsoctecióo oon It 
adquisición de la infección por el VIH-1. 
4. Tampoco se encontró una asociación entre los factores de riesgo con ta 
adquisición de ta infección por el VHC. 
5. La homosexualidad fue el único tactor de riesgo que presente asociación 
con ta coinfección por VIH-1 /VHC. 
6. Todos los sujetos VIH-1* presentaron el genotipo homocigoto CCR5 H* 
(p < 0.05), que confiere una susceptibilidad para ta infección por VIH-1. 
• 
12. El alelo E4 se encuentra en el 62.5 % de loa sujetos coinfectados V1H-1 
• /VHC +. 
13. En el grupo de sujetos coinfectados, los factores de riesgo que 
presentaron asociación relativa con la presencia de la infección por VIH-
1/VHC filaron la homosexualidad y la ingesta de alcohol, en cuya 
asociación se obtiene una ODDS de 1.6 y 3, respectivamente, 
14. Factores genéticos del hospedero determinan en gran parta, la 
patogénesis de la infección por estos virus, particularmente los 
polimorfismos sn los ligandos y correceptores. 
15. Es importante considerar la contribución genética al desarrollo de la 
infección por VIH-1 y/o VHC desde la perspectiva de la epidemiología 
molecular. No se trata simplemente de la identificación de un factor de 
riesgo genético no modificable, sino que cada día as más evidente la 
interacción entre los factores genéticos y ambientales como 
determinantes del fenotipo final. 
CAPITULO VII 
DISCUSIÓN 
Nuestros resultados muestran quo en le población de estudio V1H-1 positivo 
hay una frecuencia del 12.9 % de coinfección por el VHC. Esta frecuencia es 
menor que la reportada en otros paisas como E.U., en donde la frecuencia es 
del 35%.78 
Es posible que esta diferencia en las frecuencias sea una consecuencia de 
la variación de loa factores de riesgo que se presentan entre estas dos 
poblaciones. Además, cabe señalar que esta coinfección puede llegara ser una 
de las principales enfermedades oportunistas que se observan en los sujetos 
infectados con VIH-1 que asisten a nuestro centro hospitalario. 
Todos los sujetos coinfectados con k» dos virus fueron del sexo masculino. 
Se encontró en los sujetos VIH-1 positivo un Indice de género M:F de 11:1, 
el cual es mayor que el reportado para el estado ds Nuevo León, pero sigue 
siendo un reflejo, probablemente, de la diferencia en la frecuencia de la 
transmisión de la infección por el tipo de vía sexual prevalente en la reglón, 
aunque si bien es cierto, no se encontró una relación estadísticamente 
significativa entre ios factores de riesgo con la adquisición de la infección por el 
VIH-1. 
A pesar de que, como ya se menciono previamente, no nos fus posibls 
establecer la correlación estadística entre los factores de riesgo y la infección 
por VIH-1, por VHC o por ambos, estimamos la fuerza de la relación que hay 
entre los diferentes factores de riesgo y la infección por VIH-1 o bien por la 
presencia de la confección por VIH-1 / VHC. 
Los resultados de estas sstimaciones mostraron que en la adquisición de la 
infección por VIH-1, la homosexualidad (ODDS * 0.7544), la promiscuidad 
(ODDS - 0.5385) y la transfusión sanguínea (ODDS - 0.1905), eon factores con 
un riesgo relativo bajo. 
Con respecto al uso de drogas intravenosas, no se estableció relación 
alguna con la adquisición da Infección por VIH-1, posiblemente por la baja 
frecuencia con la que esto tipo de adicción a drogas se presenta en nuestra 
población en estudio. 
Por otra parto, el 40 % de esta población refirió haber padecido otra 
enfermedad da transmisión sexual. 
Con respecto a loa pedantea coinfectados por VIH-1/VHC, pudimos 
establecer que la homosexualidad (ODDS • 1.63) y la ingesta da alcohol 
(ODDS * 3) son factores qus predispone 1.6 y 3 veces más, respectivamente, a 
la adquisición de la cokifacción por VIH-1/VHC que los otros factores de riesgo 
(S) — — 90 
que fueron considerados (promiscuidad, uso de drogas intravenosas, 
transfusión sanguínea y accidentes punzo cortantes). 
Asi mismo, as importante resaltar que hay una ausencia de asociación entre 
la coinfección por VIH-1A/HC y el uso de drogas intravenosas (ODDS • 1). Esto 
es importante pues establece una diferencia significativa entre loa factores de 
riesgo que existen en nuestra población y los que prevalencen en otros grupos 
de estudio, en donde al uso da drogas intravenosas as al elemento que 
presenta un mayor riesgo. 
El riesgo para la adquisición de esta coinfección a través de una transfusión 
sanguínea es 3 veces menor a la de cualquiera de los otros factores de riesgo 
considerados, esto último probablemente debido a la aplicación intensiva de 
medidas de control y evaluación de los productos sanguíneos utilizados para 
dicha terapia transfusional. 
En nuestros grupo de pacientes VIH-1+ se presentó, como ya se menciono 
previamente, una relación de género masculinoifemenino de 11:1. El 75% de 
las personas que integraron este grupo tenían una edad menor a 40 aftoe, al 
86% hablan alcanzado como mínimo estudios de secundaria, el 68% eran 
solteros y el 73% se encontraban desempleados. 
En relación a los parámetros bioquímicos no se encontró una diferencia 
estadísticamente significativa entra loa valores da aianinoaminotransferasa 
® » 
(ALT), aspartatoaminotransferasa (AST), gamaglutamintranspeptidasa (TGG), 
fosfatas« alcalina y biHrrubinas qus presentan los casos con respecto a loa 
valores que presentan loa controles. Lo cual puede tener varias Implicaciones, 
entre ellas que aún no hay daño hepático en la mayoría del grupo de pacientes 
VIH-1 + y coinfectados VIH-1A/HC, el cual podría deberse al uso ds tratamiento 
antirretroviral o al daño causado por el virus de la Hepatitis C. 
Todos los sujetos VIH-1 positivos presentaron el genotipo CCR5 •/• (p < 
0.05), que de acuerdo a la literatura, confiere una susceptibilidad para la 
infección por VIH-1. Asi entonces, aunque no encontramos una asociación 
estadísticamente significativa con la resistencia a la infección por VIH-1, al aa 
estableció la susceptibilidad de el genotipo CCR5 +/• a esta infección, dado 
que todos los sujetos que la presentan poseen el genotipo wipe tape. 
En la población caucásica se ha reportado una frecuencia entre 8-10 % para 
el alelo A32, no habiendo reportes en poblaciones asiáticas o africanas, 
mientras que en latinoamóríca ha sido poco estudiada.71 En este estudio se 
encontró una frecuencia del genotipo CCR5 +/A32 de 0% en sujetos VIH-1+, 
23% en VHC+ y en controles sanos fue del 3.2%. 
La ausencia en la frecuencia (0%) del genotipo homocigoto mutado 
(A32/A32) en los sujetos VIH-1 * qus participaron en esto estudio sugiere la 
presencia de otros mecanismos de resistencia a la infección por VIH-1 en 
nuestra población. 
Se encontró una asociación estadísticamente significativa entra la mutación 
A 32 da CCR5 y la infección porVHC (p < 0.02). En este caso, también como 
un elemento que da susceptibilided a la infección, y no se logro establecer une 
asociación entre alguno de los genotipos de CCR5 y la resistencia a la Infección 
porVHC. 
No se pudo establecer el Riesgo Relativo (RR) de adquirir la coinfección por 
VIH-1/VHC en base a presentar el genotipo CCR5 +/+ o el CCR5 +/A32. Esto 
se debió a que posiblemente se deba emplear un tamaño de muestra mucho 
mayor, dadas las frecuencias encontradas de los tras genotipos principales de 
CCR5 en la población de estudio. 
Debemos reconocer que a pesar da que el análisis de equilibrio de Hardy» 
Weinberg mostró que la población en estudio era homogénea, se pudo habar 
tenido un sesgo en la formación del grupo control dado el entorno socio-cultural 
en el que se integró dicho grupo. 
En relación a los polimorfismos de la apolipoprotalna E, encontramos que el 
38.7 % de las personas VIH-1 positivas presentaron el genotipo E2/E4 ó E4/E4. 
El alelo E4 se encuentra en el 75 % de los sujetos coinfectados VIH-1 +/VHC 
• 
También encontramos que en nuestra población en estudio el slek> E2 es si 
que tiene más bajs prevalencia. 
Asi mismo, al evaluar las frecuencias de los átelos en los diferentes grupos 
de sujetos que conformen s nuestra población en estudio, se pudo observar que 
no hay una diferencia estadísticamente significativa entre las frecuencias de loa 
diferentes alelos de Apo E entre los grupos ds sujetos qus se integraron para 
nuestro estudio, implicando con ello la existencia de una homogeneidad 
genética en la población general, en el sentido que las frecuencias de los aletoe 
de Apo E fueron equivalentes entre los grupos, este evento apoya entonces la 
Homogeneidad Genética en la población general de nuestra región propuesta 
por el DR. Ricardo Cerds. 
Se estableció una asociación estadísticamente significativa entre la 
presencia del VIH-1 y los genotipos E2/E4 y E4/E4 del gen que codifica para 
Apo E(p< 0.01). 
La presencia del genotipo E2/E4 o del E4/E4 da un riesgo relativo de 3 y 6 
veces mayor, respectivamente, de adquirir una infección por VIH-1 que loa otros 
genotipos de Apo E. Mientras que el genotipo E3/E4 (ODDS • 0.041) se asocio 
con una disminución en el riesgo de contraer una infección por VIH-1. 
Loa genotipos E2/E4 y E4/E4 también mostraron una asociación que indica 
una mayor predisposición a adquirir infección por VHC en pacientes VIH-1 
positivo, mientras que estos mismos polimorfismos se asocian a una menor 
frecuencia de adquirir infección por VHC en personas V1H-1 negativas (p < 
0.03) 
La presencia del genotipo E2/E4 da una probabilidad 3 veces mayor da 
adquirir la infección por VHC, mientras que el genotipo E3/E4 proporciona una 
riesgo menor de adquirirte, esto en personas sin infección por VIH-1 o por VHC. 
Con respecto a la coinfección por VIH-1/VHC, los resultados del análisis de 
asociación mostraron que la presencia de los genotipos E3/E3 y E3/E4 
disminuyen el riesgo relativo de la adquisición de la infección por VHC en 2 y 3 
veces, respectivamente. 
En el grupo de sujetos coinfectados, los factores de riesgo que presentaron 
asociación relativa con la presencia de la infección por VIH-1/VHC fueron la 
homosexualidad y la ingesta de alcohol, en cuya asociación se obtiene una 
ODDS de 1.6 y 3, respectivamente, implicando con ello que existe un mayor 
riesgo para adquirir la coinfección si se presentan estos factores. El uso de 
drogas intravenosas no presento asociación con la presencia de la coinfección, 
mientras que en el uso de terapia transusional se presenta un riesgo disminuido 
para adquirir una una coinfección por VIH-1A/HC, esto último probablemente 
debido a la aplicación intensiva de medidas de control y evaluación de loa 
productos sanguíneos utilizados para dicha terapia. 
CAPITULO VH 
PERSPECTIVAS 
Explorar lo» nivelas de expresión de estos genes en loa pacientes 
coinfectados y compararlos con la expresión en los sujetos monoinfsctados. 
Evaluar lo participación de cada uno de estos genes en la progresión de la 
enfermedad. 
La comprensión de los mecanismos moleculares utilizados por estos virus y 
los genes del hospedero puede servir para idear nuevos procedimientos para 
retrasar la progresión de la enfermedad en las personas infectadas con el VIH-
1. 
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 
Las hepatitis virales son un problema da salud muy importante en todo el 
mundo. En nuestro medio no contamos con información da que tan extendido 
esta está enfermedad. Si consideramos que una persona que esta infectada, 
puede no saberlo por no presentar ninguna sintomatologla, es importante hacer 
estudios en sangra, que nos pueda decir si una persona tiene o no este virus, lo 
que facilitaría un diagnóstico temprano y la posibilidad de referirla al médico 
adecuado para su tratamiento. 
Procedimiento del eetudlo. 
Durante la visita se le tomará la muestra de sangre del brazo para hacer en 
dicha muestra loa estudios para el virue de la hepatltie C. No será 
necesaria la interrupción de loa tratamientos que este recibiendo en ese 
momento. 
Rieagoa aaodadoa al eetudlo. 
Loe riesgos de esta prueba son muy raros y no ponen en peligro la vida del 
paciente. El mayor riesgo podría ser algún moretón en el sitio en donde se 
extrae la sangra. 
Baneflcloa que aportará el eetudlo al pacienta. 
Inmedlatoa. 
1. Realización de pruebas diagnósticas para el virus de la hepatitis da 
manera gratuita. 
Mediatoa. 
2. De acuerdo a loa resultados, al médico tratante podrá elegir loa 
medicamentos adecuados y así, el paciente tienen mayores posibilidades 
de mejorar. 
En tiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaración y obtener 
información sobre la investigación que solicite en cualquier momento del 
desarrollo de la misma. Además, entiendo que estoy en libertad de retirarme en 
el momento que lo desee y si tomara esta decisión no me afectará en futuros 
tratamientos que requiera en el Hospital Universitario. 
Entiendo que la información obtenida de la investigación será manejada en 
forma confidencial y que en ningún momento se violará mi privacidad. 
Además el Hospital Universitario de la UAN.L estará en disposición de 
brindarme tratamiento médico o quirúrgico sin costo, en caso de que resultara 
daAado directamente por cualquiera da loa procedimientos del proyecto de 
Investigación, y en caso da daAo permanente, tendré derecho a ser 
indemnizado da acuerdo al daAo sufrida 
Responsables de ta investigación: 
Investigador principal: 
Dra. Ana Marta Rrvas Estilla, Investigadora de ta Facultad de Medicina -
UAN.L 
Investigadores asociados, Facultad de Medicina - UAN.L 
DR. Javier Ramos Jiménez 













Preparación de Reactivo«73,74 
TBE 
Tris base 108 g 
Acido Bórico 55g 
EDTA 7.4 g 
H2O destilada hasta aforar llitro 
EDTA 0.5 M pH 8.0 
EDTA 186.1 g 
H2O destilada hasta aforar 1 litro 
Agarose al 2 % 
Agarosa 2a 
Buffer TBE 1X 100 mi 
TE 100X (Tris-EDTA) 
Tris-HCI pH 8.0 2 M 25 mi 
EDTA pH 8.0 0.5 M 10ml 
H2O destilada hasta aforar 50 mi 




Tris-HCI pH 8.0 10 mM 
EDTApH 8.0 1mM 
SEVAG (24:1) 
Cloroformo 24 mi 
Alcohol isoamílico 1 mi 
APÉNDICE C 
Electroforesis en geles de agarosa75,74 
1. Peaar 2 g de agarosa para preparar 100 mi de agaroaa al 2%. 
2. Colocarla en un matraz Erlenmeyer de 250 mi y agregar 100ml da buffer 
TBE1X (Anexo B). 
3. Calentar en homo de microondas por 1 min y dejar enfriar hasta 
aproximadamente 50 ^C. 
4. Praprar el molde y colocar al peine adecuado. 
5. Vaciar la agarosa en el molde y dejar gelfficar. 
6. Retirar el peine y posteriormente separar al gel del molde y colocarlo en la 
cámara de electroforesis, que debe contener buffer TBE 1X. El buffer debe 
cubrir completamente al gal. 
7. Colocar las muestras y al marcador de peso molecular adecuado en loe 
posillos, mezclados con jugo azul. 
8. Conectar correctamente los cables de la cámara a la fuente de poder. El 
ánodo (polo -) debe estar orientado del lado donde están los pocilios y 
escoger al voltaje adecuado. 
9. Dejar correr hasta el nivel deseado y teftir con bromuro de etidio. 
10.Observar el gel mediante una lámpara de luz UVy documentarlo. 
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